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1 Einleitung 
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1 Einleitung 
 
 
Herzklappen sind essentielle Bestandteile des Blutkreislaufes und 
gewährleisten einen gerichteten Strömungsverlauf des Blutes. Erworbene und 
angeborener Herzklappenerkrankungen sind keine seltenen Erkrankungen und 
führen in vielen Fällen zur Notwendigkeit eine defekte Herzklappe gegen einen 
Ersatz auszutauschen. Als Ersatz dienen hier seit ungefähr 50 Jahren 
mechanische Herzklappen, sowie Xeno- und Homografts. Allen dreien sind ein 
individuelles Risikoprofil, sowie zahlreiche unerwünschte Nebenwirkungen 
gemein. 
Gerade die Versorgungssituation von Kindern mit angeborenen 
Herzklappenfehlern, die einen Klappenersatz benötigen, ist bis heute 
unbefriedigend. Die Herzklappen im kindlichen Körper müssen noch wachsen, 
was keine mechanische oder biologische Herzklappe leisten kann. 
Diese Versorgungslücke bei angeborenen Herzklappenerkrankungen könnte 
durch das Tissue Engineering geschlossen werden. Die Herstellung von 
körpereigenen, autologen Geweben wie einer Herzklappe mit den Verfahren 
des Tissue Engineerings bietet eine vielversprechende Möglichkeit des 
Herzklappenersatzes. 
Wie Jockenhövel et al. in zahlreichen Arbeiten zeigen konnten ist die 
Herstellung von Herzklappen aus Fibringel mit Hilfe eines Spritzgussverfahrens 
eine Möglichkeit zur Herstellung vollständig autologer, tissue engineerter 
Herzklappen. 
Ziel dieser Arbeit war es die bisherigen Erkenntnisse zu tissue engineerten 
Herzklappen auf der Basis einer Fibringelmatrix in Erwachsenengröße in Bezug 
auf pädiatrische Herzklappen zu reevaluieren und zu optimieren. 
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2 Klinischer Hintergrund 
 
 
2.1 Anatomie und Physiologie der Herzklappen 
 
Zur Aufrechterhaltung eines stetigen Blutstromes im Kreislauf eines 
Lebewesens wird eine Pumpe benötigt. Diese Pumpe ist das Herz. Das 
Säugetierherz ist ein muskuläres Hohlorgan bestehend aus zwei Anteilen, dem 
linken und rechten Herz. Beide Anteile sind in Serie hintereinander geschaltet. 
Das venöse, verbrauchte Blut des Körper wird über die Hohlvenen dem rechten 
Vorhof zugeführt, von wo aus es über die rechte Herzkammer in die Lunge 
gepumpt wird. Das mit Sauerstoff angereicherte Blut aus der Lunge wird dann 
über den linken Vorhof von der linken Herzkammer in den Körperkreislauf 
gepumpt. 
Um aber einen gerichteten, unidirektionellen Blutstrom durch den Blutkreislauf 
zu erreichen werden Ventile im Herz benötigt. Diese Ventile sind die 
Herzklappen (siehe Abbildung 2.1).  
 
 
 
Abbildung 2.1: Die Herzklappen sorgen im Blutkreislauf für einen 
gerichteten Blutfluss.
1
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2.1.1 Makroskopische Anatomie 
 
Alle vier Klappen des menschlichen Herzens liegen in einer Ebene, der 
Ventilebene (siehe Abbildung 2.2). Diese Ebene ist eine bindegewebige Platte, 
welche die Vorhöfe von den Herzkammern trennt. 
Man unterscheidet am Herz zwei verschiedene Klappentypen:  
An der Grenze zwischen Vorhof und Herzkammer die Atrioventrikularklappen, 
welche der Bauweise nach Segelklappen sind (Valvae atrioventricularis) und als 
Auslassventile zur Aorta und zum Truncus pulmonalis jeweils Taschenklappen 
(Valva semilunaris).2,3  
 
 
Abbildung 2.2: Aufsicht auf das Herzskelett und die Herzklappen während der 
Systole.
4
 
 
Wie in Abbildung 2.2 dargestellt bestehen die Herzklappen aus verschiedenen 
Anteilen: 
1. Die Trikuspidalklappe zwischen rechtem Vorhof und rechter Kammer 
bestehet aus drei Segeln: Cuspis anterior, posterior und septalis. 
2. Die Pulmonalklappe zwischen rechter Kammer und Truncus pulmonalis 
bestehet aus drei Taschen: Valvula semilunaris anterior, dextra und sinistra.  
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3. Die Bicuspidalklappe (Mitralklappe) zwischen linkem Vorhof und linker 
Kammer, besteht aus zwei Segeln Cuspis anterior und posterior sowie zwei 
Cuspides commissurales. 
4. Die Aortenklappe zwischen linker Kammer und Aorta ist aus drei Taschen 
aufgebaut den Valvula semilunaris posterior, dextra und sinistra 
Makroskopisch unterscheiden sich Aorten- und Pulmonalklappe kaum, daher 
folgt hier eine gemeinsame Beschreibung. 
 
 
Abbildung 2.3: Linke Herzkammer und Aorta ascendens von lateral (Linkes Herz 
aufgeschnitten). Die Taschen der Aortenklappe (Pfeile) sind während der Diastole 
dargestellt.
4
 
 
Taschenklappen 
Die halbmondförmigen Taschenklappen haben eine nahezu plane Oberkante 
und eine geschwungene Basis, deren Ansatz bogenförmig an der Arterienwand 
ist (siehe Abbildung 2.3).   
Beim Klappenschluss in der Diastole legen sich die drei Taschen in einer 
Koaptationsfläche aneinander und dort, wo sich alle drei Taschen berühren sind 
die Herzklappen knotig verdickt (Noduli valvulae semilunarum), die Noduli 
Arantii der Aortenklappe und die kleineren Noduli Morgagni der Pulmonalklappe 
(siehe Abbildung 2.4).5 
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Abbildung 2.4: Einzelne Tasche einer Taschenklappe.
6
 
 
Im Bereich der Taschenklappen sind die Gefäßwände von Aorta und Truncus 
pulmonalis ausgebuchtet (Bulbus aortae und Conus arteriosus der 
Pulmonalklappe). Diese Ausbuchtungen bestehen aus den drei Sinus 
valsalvae, die durch den Schließungsrand der jeweiligen Tasche und der 
Gefäßwand begrenzt sind (siehe Abbildung 2.3 und 2.5). Diese Ausbuchtung 
trägt zu einem koordinierten Schluss der Herzklappen bei, da Wirbel zwischen 
der Tasche und der Gefäßwand entstehen. Die Ausbuchtungen der Gefäßwand 
verhindern auch, dass sich die Klappen während der Systole an die Gefäßwand 
anlegen können. In diesem Fall würde nämlich ein wesentlich größerer 
Blutrückfluss aus der Aorta in die Kammer benötigt um die Klappen zu 
schließen. Ein weiterer Einflussfaktor auf den koordinierten Schluss der 
Taschenklappen ist die Compliance der Sinus, bei verringerter Elastizität  
kommt es zu irregulärem und asynchronem Klappenverschluss in der 
Diastole.7–9 
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Abbildung 2.5: Sinus valsalvae im Längsschnitt der Aorta.
7
 
 
Segelklappen 
Die Segelklappen entspringen dem Herzskelett. An der Unterseite ihrer freien 
Enden setzen die Sehnenfäden (Chordae tendiniae) an (siehe Abbildung 2.3). 
Diese Sehnenfäden entspringen den Mm. papillares der Herzkammern und 
verhindern ein Durchschlagen der Segel in den Vorhof während der Systole. 
 
 
 
2.1.2 Mikroskopischer Anatomie 
 
Die vier Herzklappen sind Bestandteil des Endokards und aus einer inneren 
Bindegewebsschicht  und einer umgebenden Endothelzellschicht aufgebaut.10 
Die Zellen der Herzklappen kann man in valvuläre interstitielle Zellen (VIC) und 
valvuläre endotheliale Zellen (VEC) unterscheiden.11 
Valvuläre interstitielle Zellen bilden das Klappengerüst und geben der 
Herzklappe die benötigte mechanische Stabilität. VICs sind der häufigste 
Zelltyp in Herzklappen. Es sind langgestreckte Zellen mit dünnen Zellfortsätzen, 
um mit anderen Zellen in Kontakt zu treten und so ein Netzwerk durch alle 
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Klappenschichten zu bilden.12,13  VICs produzieren die valvuläre 
Extrazellularmatrix (VECM) und matrixabbauende Enzyme wie 
Metalloproteasen. Sie sind somit durch ihre Syntheseleistung 
hauptverantwortlich für den Strukturerhalt und das „Remodelling“ der 
Herzklappe, besitzen aber auch kontraktile Elemente wie  α-SMA.12,14–17   
VICs scheinen auf Grund ihrer Eigenschaften und Produkte sowohl 
Eigenschaften von Fibroblasten (synthetischer Typ), als auch von glatten 
Muskelzellen (kontraktiler Typ) zu besitzen. Aus diesem Grund werden die VICs 
auch als Myofibroblasten bezeichnet.12,18  
VIC können auf verschiedene äußere Stimuli (Signalmoleküle, Verletzungen, 
mechanischer Stress) ihren Phänotyp den geänderten Bedingungen 
anpassen.11,13  
Valvuläre endotheliale Zellen bilden die äußere Hülle der Herzklappen. Sie 
bilden analog zu vaskulären Endothelzellen und Endokardzellen eine 
antithrombogene Oberfläche, verhindern bakterielle Infektionen und 
Verkalkungen.19,20 
Die valvuläre Extrazellularmatrix ist im Wesentlichen aus den fibrösen 
Makromolekülen Kollagen und Elastin, Proteoglykanen und Glykoproteinen 
aufgebaut.11 Kollagen macht ungefähr 60%, Elastin 10% und Proteoglykane 
20% der Trockenmasse einer Herzklappe aus.21 Durch unterschiedlichen 
Aufbau der Extrazellularmatrix innerhalb der Herzklappe lassen sich drei 
Schichten unterscheiden (siehe Abbildungen 2.6 und 2.7): 5 
1. Ventricularis: hohe Konzentration an Elastin, dünnste Schicht, erlaubt der  
Klappe wiederholenden Deformierungen zu widerstehen. 5,10,11,13  
2. Fibrosa: hohe Konzentration an straffem, kollagenem Bindegewebe, 
welches vor allem in transversal verlaufenden Bündeln angeordnet ist, 
fungiert als Rückgrat gegen mechanische Belastungen.10,11,13 
3. Spongiosa: lockere Schicht mit Fibroblasten, Makrophagen und einem 
hohen Anteil an Glykosaminoglykanen 10,11,13  
Alle  Herzklappen sind, mit Ausnahme einiger Kapillaren an der Basis, 
gefäßfrei. 
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Abbildung 2.6: Aufbau der extrazellular Matrix der Herzklappen.
11
 
 
 
 
 
Abbildung 2.7: Verteilung der kollagenen und elastischen Fasern 
in einer Taschenklappe.
22
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2.1.3 Embryologie 
 
Die Embryogenese des Herzens beginnt am 18.-19. Tag p.o. mit Einwanderung 
von angiogenetischen Zellen von beiden Seiten der Keimscheibe nach medial, 
sowie in der kardiogenen Zone, einer Ansammlung von Mesodermzellen im 
vorderen Bereich des Embryos (siehe Abbildungen 2.8 und 2.9). Die beiden so 
entstehenden Endothelzellschläuche fusionieren zum Teil am 22. Tag p.o. und 
es entsteht ein symmetrisches Zweigefäßsystem. Auch die erste aktive 
Kontraktion dieses Herzschlauches lässt sich am 22. Tag p.o. nachweisen.  
 
 
Abbildung 2.8: Dorsalansicht eines etwa 18 Tage alten Embryos mit 
beginnender Entwicklung der Herzanlage.
23
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Durch Faltungsprozesse und Schleifenbildung dieser primitiven Herzanlage 
zwischen dem 22. und dem 24. Tag p.o., die Ausbildung des mesenchymalen 
Epimyokards, die Septierung von Vorhof (zwischen 35. und 42. Tag p.o.) und 
Ventrikel (4. Entwicklungswoche) und mit der Entwicklung der Herzklappen 
schließt die Herzentwicklung mit dem Ende der siebten Entwicklungswoche ab.  
Eine effektive Zirkulation in diesem Kreislauf ist bereits ab dem 27. bis 29. Tag 
p.o. gegeben. 
 
 
Abbildung 2.9: Darstellung des embryonalen Kreislaufsystem (etwa 26. Tag).
23
 
 
Die Atriovetrikularklappen entwickeln sich zwischen der fünften und achten 
Entwicklungswoche des Embryos wie in Abbildung 2.10 dargestellt. 
Neuralleistenzellen, die aus dem Kopfmesoderm einwandern bilden 
Endokardkissen, als Vorwölbungen in dem Bereich der späteren Klappen. 
Diese Endokardkissen fusionieren in der Mitte, so dass zwei Öffnungen für 
Mitral- und Trikuspidalklappe entstehen. Durch stärkere Größenzunahme der 
Vorhöfe und des Ventrikels im Vergleich zu dem Bereich der Endokardkissen 
kommt es zur Invagination dieses Bereiches in den Ventrikel. Somit bestehen 
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die Atrioventrikularklappen nun aus drei Anteilen, den Endokardkissen, 
Vorhofgewebe und Ventrikelgewebe. Signale aus dem Myokard in diesem 
Bereich führen zur Transformation der   Endokardzellen innerhalb der 
Endokardkissen in Epithelial-Mesenchymale Zellen. Das Ventrikelgewebe bildet 
sich weiter zurück und die Reste bilden die Segelfäden.23,24  
 
 
Abbildung 2.10: Entwicklung der Atrioventrikularklappen.  
A nach 5 Wochen, B nach 6 Wochen, C nach 7 Wochen, D nach 10 Wochen.
23
 
 
Die Entwicklung der Taschenklappen (siehe Abbildung 2.12) steht eng in 
Zusammenhang mit der Trennung des Ausflusstraktes der Ventrikel zwischen 
der 5. und 6. Entwicklungswoche, wie in Abbildung 2.11 dargestellt. Der 
einfache gemeinsame Ausflusstrakt der beiden Ventrikel wird durch die 
Verbindung von drei Septen getrennt.  
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Abbildung 2.11: Septierung des Ausflusstraktes.
23
 
 
Das Septum aortopulmonale, bestehend aus Mesenchymverdichtungen, trennt 
den distalen Abschnitt des Ausflusstraktes. In der Mitte trennt das 
Trunkusseptum und proximal das Konusseptum den Ausflusstrakt. Diese 
beiden Septen sind Endokardwülste die auch durch eingewanderte 
Neuralleistenzellen gebildet werden.  Durch Größenzunahme des Trunkusteils 
entsteht ein Knick zwischen Konus und Trunkus, an dem die Aorten- und 
Pulmonalklappe entstehen. Grundlage hierfür sind wiederum vier 
Mesenchympolster, die unter dem Einfluss eingewanderter Neuralleistenzellen 
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um den 36. Tag p.o. entstehen. Diese Polster sind von einer Schicht 
Endothelzellen umhüllt und bestehen aus stern- und spindelförmigen Zellen in 
einer lockeren Matrix. Die flussabwärts gelegenen Enden der Endokardpolster 
nehmen ungefähr ab Tag 41 p.o. eine klappenähnliche Form an sind aber kurz, 
dick und haben eine sehr hohe Zelldichte.  
 
 
Abbildung 2.12 Entwicklung der Taschenklappen.
23 
 
Innerhalb der achten Entwicklungswoche werden die Taschenklappen immer 
dünner und feiner. Es finden nur noch Veränderungen innerhalb der 
Feinstruktur statt, was bedeutet, dass sich die Fasern der Extrazellularmatrix 
den Ansprüchen der Hämodynamik angepasst anordnen. Im weiteren Verlauf 
sinkt die Zellzahl und die Herzklappen erreichen ungefähr mit der 16. 
Entwicklungswoche ihren vollentwickelten Charakter.22 Durch weitere 
Lageverschiebungen des Konus wird dieser abschließend in den rechten 
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Ventrikel involviert und die Semilunarklappen kommen zusammen mit den 
Atrioventrikularklappen in einer Ebene zu liegen.25,26  
Beeinflusst wird die Entwicklung der Herzklappen durch die physiologischen 
Kreislaufverhältnisse praepartal. So beginnt die embryonale Herzaktion mit 
einer Kontraktionsfrequenz von ungefähr 65 pro Minute und steigt bis zur 20. 
Gestationswoche auf 155 – 160 pro Minute. Die herrschenden 
Blutdruckverhältnisse sind zu Beginn der Herzentwicklung noch bei nahe 0 
mmHg, um in der weiteren Entwicklung anzusteigen bis auf ca. 37mmHg 
innerhalb der Ventrikel in den letzten Entwicklungswochen. So dass die 
Entwicklung der Herzklappen wahrscheinlich ausschließlich bei Blutdrücken 
unter 10 mmHg und nur die Feinabstimmung der Struktur bei höheren Drücken 
stattfindet.27  
 
 
 
2.1.4 Physiologie 
 
Die physiologische Aufgabe der Herzklappen ist es, den Transport des Blutes in 
eine Richtung zu gewährleisten. Das Öffnen und Schließen der Klappen ist ein 
passiver Vorgang, der durch das Blut, welches dem Druckgradienten folgend, 
von Orten niedrigen Druckes zu Orten höheren Druckes fließt, betrieben wird.  
In der Diastole sinkt der Druck in den Ventrikeln (diastolischer Ventrikeldruck: 
ca. 10 mmHg) unter den Druck in den Vorhöfen, die Atrioventrikularklappen 
öffnen und das Blut fließt in die Herzkammern. Zu diesem Zeitpunkt sind 
Aorten- und Pulmonalklappe geschlossen, da der Druck in den Arterien 
(diastolischer Arteriendruck ca. 80mmHg) den Kammerdruck übersteigt.28 
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Abbildung 2.13: Zusammenhang zwischen EKG, Herzschall, Druck innerhalb des 
Herzens, Blutvolumina und Position der Herzklappen.
29
 
 
In der Systole steigt der Druck in den Kammern, aufgrund der Anspannung der 
Ventrikelmuskulatur an. Der Druck übersteigt den Vorhofdruck, was einen 
Verschluss der Atrioventrikularklappen bewirkt. An der Aorten- und 
Pulmonalklappe bewirkt ein Ansteigen des Kammerdruckes über den 
disatolischen Arteriendruck ein Öffnen und das Blut wird in Aorta und Truncus 
pulmonalis ausgetrieben. Wenn die Systole beendet ist und der Druck in den 
Kammern wieder unter den Arteriendruck sinkt, bewirkt ein geringes Volumen 
des zurückströmenden Blutes den Verschluss der Taschenklappen. 
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2.2 Erkrankungen und angeborene Fehlbildungen der 
Herzklappen 
 
Herzklappenerkrankungen lassen sich ätiologisch in zwei Gruppen einteilen: 
angeborene Herzklappenfehler und erworbene Herzklappenfehler. Klinisch 
unterteilt man pathologische Veränderungen der Herzklappen in Stenosen und 
Insuffizienzen. Bei einer Stenose öffnet die betroffene Herzklappe nicht mehr 
adäquat und bildet so einen erhöhten Widerstand im Blutstrom. Eine 
Insuffizienz beschreibt eine Schlussunfähigkeit der Klappe, mit einem 
regelwidrigen Blutrückfluss durch die Herzklappe. 
Unbehandelt führen sowohl Klappenstenosen als auch Klappeninsuffizienzen 
zur Schädigung des Herzmuskels und langfristig zu einer Herzinsuffizienz. 
Außerdem schränkt eine erkrankte Herzklappe die Leistungsfähigkeit und 
Lebensqualität eines Patienten stark ein. Daher sind eine frühzeitige Diagnostik 
und eine adäquate Therapie erforderlich. 
 
 
 
2.2.1 Angeborene Herzklappenfehler 
 
Die Inzidenz angeborener Herzfehler liegt bei ca. 8 von 1000 Geburten.30 Die 
genaue Inzidenz von angeborenen Herzfehlern ist abhängig von 
Untersuchungsmethode und Erfahrung des Untersuchers, da sich zum Beispiel 
auch triviale Ventrikelseptumdefekte ohne Krankheitswert postpartal 
nachweisen lassen. Schließt man diese Herzfehler in die Betrachtung mit ein, 
erreicht man Inzidenzen von bis zu 75 Kindern mit angeborenen Herzfehlern je 
1000 Lebendgeburten.30  
Kinder mit angeborenen Herzfehlern stellen heute mit 90 – 95% den größten 
Anteil der Patienten in der Kinderkardiologie. Der natürliche Verlauf dieser 
Erkrankungen ist häufig infaust, was aus alten Aufzeichnungen hervor geht.24 
Bei zahlreichen angeborenen Herzfehlern sind die Herzklappen mitbetroffen. 
Häufig handelt es sich dabei um Stenosen, die bis zu einem völligen Fehlen 
einer Klappenöffnung reichen können, was als Atresie bezeichnet wird.   
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Intrauterin zeigen Feten mit angeborenen Herzfehlern häufig keine 
Auffälligkeiten, da die Versorgung durch die Plazenta erfolgt und die 
physiologischen Shuntverbindungen (offenes Foramen ovale und Truncus 
arteriosus) Umgehungskreisläufe um Herzfehler ermöglichen.  
Die Ätiologie angeborener Herzfehler ist in der komplizierten Embryologie des 
Herzens begründet.31,32 So können genetische oder chromosomale Faktoren 
(z.B. Down-Syndrom), aber auch exogene Einflussfaktoren (z.B. Infektion der 
Schwangeren, Alkoholabusus oder Medikamenteneinnahme während der 
Schwangerschaft) zu schweren Herzfehlern führen.24  
 
 
 
2.2.1.1 Angeborene Vitien der rechtsventrikulären Herzklappen 
 
Die häufigsten angeborenen Herzklappenerkrankungen des rechten Herzen 
sind die valvuläre Pulmonalstenose, die Fallot’sche Tetralogie und die 
Trikuspidalatresie im Rahmen der Ebstein-Anomalie. 
Die valvuläre Pulmonalklappenstenose (siehe Abbildung 2.14) hat einen Anteil 
von acht bis zehn Prozent der angeborenen Herzfehler.33,34 Mit einer Inzidenz 
bis zu 60% tritt die Stenose im Zusammenhang mit dem Noonan-Syndrom 
auf.35  
In den meisten Fällen ist die Pulmonalklappe konisch oder kuppelförmig und die 
einzelnen Taschen sind unvollständig oder nicht getrennt.33 Auf Grund des so 
erhöhten Widerstandes im Ausflusstrakt des rechten Ventrikels erhöht sich der 
Ventrikeldruck, was zu einer Hypertrophie des Myokards führt. Dieses 
hypertrophe Muskelgewebe kann zu einer weiteren Obstruktion des 
rechtsventrikulären Ausflusstraktes führen.  
Poststenotisch kommt es häufig zu einer Dilatation des Truncus pulmonalis, auf 
Grund der hohen Geschwindigkeit und Verwirbelungen des Blutstromes der 
durch die Verengung gepresst wird. In vielen Fällen ist die Pulmonalstenose mit 
einem persistierenden Foramen ovale verbunden. 
Eine Pulmonalklappenstenose wird als kritisch bezeichnet, sobald das 
Herzminutenvolumen des rechten Ventrikels so gering ist, dass die 
Sauerstoffausschöpfung des peripheren Gewebes ansteigt und in utero mehr 
Blut als gewöhnlich durch den Vorhofshunt von rechts nach links fließt.33,34 
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Kinder mit einer kritischen Pulmonalklappe haben eine schlechtere Prognose, 
fallen aber häufig auf Grund der Zyanose schon rasch nach der Geburt auf. 
 
 
Abbildung 2.14: Valvuläre Pulmonalklappenveränderungen                                                      
A Pulmonalklappenstenose, B Pulmonalklappenatresie mit obligater Shuntverbindung 
über ein offenes Foramen ovale und den Ductus arteriosus.
36 
 
Bei Kindern mit ausgeprägter Pulmonalstenose ist die Lungendurchblutung 
abhängig von einem offenen Ductus arteriosus. In den meisten Fällen 
entwickeln sich die Kinder regelrecht und fallen erst durch einen pathologischen 
Auskultationsbefund auf. Behandelt wird die valvuläre Pulmonalstenose zumeist 
durch Ballonvalvuloplastie oder Valvulotomie.33,37 
Die Kombination von Pulmonalstenose, rechtsventriukulärer Hypertrophie, 
Ventrikelseptumdefekt und auf diesem Defekt „reitender“ Aorta wird als Fallot-
Tetralogie (siehe Abbildung 2.15) bezeichnet. Die Fallot’sche Tetralogie ist 
einer der häufigsten zyanotischen Herzfehler und macht einen Anteil von 3,5 – 
9%  der angeborenen Herzfehler aus. Durch die bestehenden Defekte kommt 
es zu einem rechts – links  Shunt des Blutflusses und einer daraus folgenden 
Zyanose des Kindes. Die Therapie erfolgt operativ, wobei eine 
Pulmonalklappenatresie mit ausreichend entwickelten zentralen 
Lungengefäßen eine Korrektur mittels Klappenersatz erforderlich machen 
kann.33,34 
 
A B 
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Abbildung 2.15: Morphologische Besonderheiten der 
Fallot’schen Tetralogie.
38 
 
Angeborene Erkrankungen der Trikuspidalklappe sind sehr selten. Die 
Trikuspidalatresie hat einen Anteil von weniger als 3% und die Ebstein-
Anomalie von ungefähr 1% der angeborenen Herzfehler.33,34 Die Ebstein-
Anomalie umfasst eine insuffiziente Trikuspidalklappe, von der zwei Segel zur 
Herzspitze verlagert sind. Die Therapie der Wahl ist operativ, bei der es bei 
Unmöglichkeit der Klappenrekonstruktion auch zum Klappenersatz kommen 
kann. 
 
 
 
2.2.1.2 Angeborene Vitien der linksventrikulären Herzklappen 
 
Angeborene Veränderungen der Aortenklappe haben einen Anteil von vier bis 
sechs Prozent der angeborenen Herzfehler.24,33,34 Eine Sonderstellung nimmt 
hier die bicuspide Aortenklappen an (siehe Abbildung 2.16). Diese hat in der 
Kindheit meistens keine pathophysiologische Relevanz  und ihr Krankheitswert 
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fällt meistens erst nach dem 40. Lebensjahr, durch Komplikationen, wie 
verfrühte Degeneration und Endokarditiden, auf. Somit wird die bicuspide 
Aortenklappe in vielen Studien zu angeborenen Herzerkrankungen bei Kindern 
nicht berücksichtigt.  
 
 
Abbildung 2.16: Zwei Erscheinungsformen der bicuspiden 
Aortenklappe.
39
 
 
Die Ätiologie der bicuspiden Aortenklappe liegt in einer embryonalen 
Verschmelzung der Taschen. Da die bicuspide Aortenklappe in den meisten 
Fällen symptomlos bleibt lässt sich die Inzidenz nur mit Hilfe von 
Autopsiestudien klären. Hiernach liegt diese bei ungefähr 1,37% der 
Bevölkerung.24,30,34  
Die valvuläre Aortenstenose findet sich häufiger bei männlichen Neugeborenen 
und ist in 20% mit anderen Fehlbildungen verbunden. In den meisten Fällen  
sind die Kommissuren der Klappen annulusnah verbunden, die Klappe ist  
myxomatös verändert und der Klappenring verengt. Bei kritischer 
Aortenklappenstenose wird die Versorgung des Körperkreislaufes durch den 
rechten Ventrikel, abhängig von einem offenen Ductus Arteriosus, geleistet. Die 
Myokarddurchblutung wird hierbei retrograd durch die Aorta als funktionelles 
Koronargefäß gewährleistet. Kritisch für das Neugeborene wird es, wenn 
postpartal der Lungengefäßwiderstand sinkt und somit weniger Blut aus dem 
rechten Ventrikel über den Ductus arteriosus fließt oder, wenn postpartal der 
Ductus arteriosus sich physiologischerweise verschließt. Bei mittel- oder 
geringgradiger Aortenstenose fallen die Kinder meist erst im Schulalter durch 
Leistungsschwäche und leichte Ermüdbarkeit auf. Als Therapieoptionen stehen 
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die interventionelle Öffnung der Aortenklappe mit Hilfe einer 
Ballonvalvuloplastie oder die operative Valvulotomie zu Verfügung. Diese 
beiden Verfahren stellen aber nur eine Palliation dar, da meist ein 
Druckgradient bestehen bleibt und ein erneuter Eingriff notwendig ist.24,34  
Die Hälfte der Kinder mit kritischer Aortenstenose muss daher im Alter 
zwischen sechs und acht und zwischen 13 bis 15 Jahren nochmals operiert 
werden.40,41 In ⅔ der Fälle führt eine Valvulotomie oder -plastik langfristig zur 
Insuffizienz der Aortenklappe, so dass diese ersetzt werden muss. Dies kann 
durch die autologe Pulmonalklappe in einer Ross-Operation (siehe Abbildung 
2.22) erfolgen, wobei die Pulmonalklappe durch eine xenogene Prothese 
ersetzt werden muss oder in die Aortenklappenposition wird direkt eine 
Herzklappenprothese implantiert. 
Das hypoplastische Linksherzsyndrom (siehe Abbildung 2.17) entwickelt sich 
auf der Grundlage einer Atresie oder Stenose von Aorten- und/oder 
Mitralklappe.  Die Entwicklung des Herzens ist stark abhängig von der fetalen 
Blutzirkulation. Bei fehlender oder unzureichender Durchblutung, auf Grundlage 
einer Klappenstenose oder -atresie des linken Ventrikels kann dieser sich nicht 
entwickeln.   
Durch eine dreistufige Palliation nach Norwood kann eine fünfjahres 
Überlebensrate von 70% erreicht werden. Ohne diese Palliation ist die 
Prognose letal und nur eine frühzeitige Herztransplantation könnte ein 
Überleben des Kindes ermöglichen.34,42,43  
Eine Versorgung mit einem klappentragenden Konduit ist auch bei dem 
seltenen Truncus arteriosus communis notwendig. Diese Fehlbildung hat nur 
einen Anteil von 0,2 – 0,3% der angeborenen Herzfehler. Pathophysiologisch 
entspringt hier aus beiden Ventrikeln nur ein gemeinsamer arterieller 
Gefäßstamm.24,36 
Isolierte kongenitale Erkrankungen der Mitralklappe sind sehr selten. Am 
häufigsten treten Mitralklappenstenosen auf. Einen größeren Anteil stellen 
Mitralklappenfehler in Zusammenhang mit anderen Veränderungen dar.33,44 
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Abbildung 2.17: Hypoplastisches Linksherzsyndrom, bei 
Atresie der Aortenklappe.
45
 
 
 
 
2.2.2 Erworbene Herzklappenfehler  
 
Ursache für erworbene Herzklappenfehler sind degenerative 
Klappenveränderungen, bakterielle Endokarditiden und rheumatische 
Endokarditiden.  
Klinisch in Erscheinung treten die erworbenen Herzklappenerkrankungen 
meistens durch ein kombiniertes Klappenvitien aus Stenose und Insuffizienz. 
Die erworbenen Herzklappenfehler betreffen vor allem die Klappen des linken 
Herzens. Die häufigsten erworbenen Herzklappenfehler sind daher die 
Aortenklappenstenose und die Mitralklappeninsuffizienz. Vor allem die höhere 
mechanische Belastung dieser beiden Klappen spielt in der Pathogenese eine 
große Rolle.  
Somit entwickeln 2 – 9% der über 65-jährigen  eine Aortenklappenstenose auf 
Grundlage von degenerativen Veränderungen.34 Veränderungen an Trikuspidal- 
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und Pulmonalklappe sind sehr viel seltener.46 Degenerative 
Klappenveränderungen stellen mittlerweile den größten Anteil an erworbenen 
Herzklappenfehlern.47  
An der am häufigsten betroffenen Aortenklappe nehmen die degenerativen 
Veränderungen an der Basis der Klappen ihren Ausgang. Als Folge von 
Kalkeinlagerungen wird die Herzklappe immer unbeweglicher und steifer. Eine 
bicuspide Aortenklappe wirkt prädisponierend für degenerative Veränderungen 
der Aortenklappe.46  
Ursache für eine Insuffizienz der Mitralklappe sind häufig degenerative 
Verkalkungen innerhalb des Mitralringes, da für eine vollständige Koaptation 
der Klappensegel eine Umfangsreduzierung des Klappenringes notwendig ist, 
was bei starken Verkalkungen nicht mehr möglich ist. 
Die rheumatische Endokarditis tritt als Zweiterkrankung mit einer Latenz von 10 
bis 20 Tagen im Anschluss an eine Infektion durch β-hämolysierende 
Streptokokken im Rahmen des rheumatischen Fiebers auf und betrifft v.a. die 
Mitralklappe. Ursache ist eine hypererge immunologische Reaktion. Diese 
Ursache für einen erworbenen Herzklappenfehler ist seit der konsequenten 
Antibiotikabehandlung in Deutschland rückläufig.46 
 
 
Abbildung 2.18: Erworbene Veränderungen der Aortenklappe. 
A degenerativ veränderte Aortenklappe, B durch Endokarditis zerstörte Klappe
39,48
 
 
Eine bakterielle Endokarditis befällt vornehmlich eine schon vorgeschädigte 
Klappe oder einen Klappenersatz. Häufige Erreger sind Staphylococcus aureus 
und β – hämolysierende Streptokokken. Eine bakterielle Endokarditis führt akut 
A B 
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bis subakut zur Zerstörung der Herzklappe oder Vegetationen behindern den 
Klappenschluss.46 Die Inzidenz von infektiösen Endokarditiden liegt bei 2-10 je 
100.00 Einwohner pro Jahr in Deutschland.49 
Erkrankungen der Herzklappen führen im Verlauf zu Druck- (bei Stenosen) oder 
Volumen- (bei Insuffizienz) belastung der betroffenen Herzkammer. Die 
Stenose führt im Verlauf zu einer konzentrischen Hypertrophie des Myokards 
und eine Insuffizienz zu einer exzentrischen Hypertrophie und Dilatation. 
 
 
 
2.3 Konventionelle Therapie von Erkrankungen und 
Fehlbildungen der Herzklappen 
 
Die Therapie erkrankter Herzklappen hängt von Art der Erkrankung, dem 
Schweregrad und der klinischen Symptomatik des Patienten ab. Anhand dieser 
Faktoren bieten sich verschiedene Therapieoptionen, um eine angemessene 
Herzklappenfunktion wiederherzustellen und eine Herzinsuffizienz zu 
verhindern.  
Die medikamentöse Therapie stützt sich in erster Linie auf die 
Behandlungsrichtlinien einer Herzinsuffizienz. Häufig sind konservative 
Behandlungsmethoden, wie eine Antibiotikagabe bei Endokarditis oder eine 
Herzinsuffizienzbehandlung nicht ausreichend, so dass eine operative 
Intervention erforderlich wird.46 
Als erste Option bieten sich klappenerhaltende Behandlungsverfahren an. 
Operativ kann eine Kommissurotomie (= Durchtrennung der verschmolzenen 
Klappenränder) oder eine Klappenrekonstruktion versucht werden. 
Interventionell kann eine Ballondilatation bei Stenosen durchgeführt werden. 
Wenn eine klappenerhaltende Operation nicht erfolgreich durchgeführt werden 
kann muss die Herzklappe ersetzt werden. Hierfür stehen drei Typen 
Herzklappenprothesen zur Verfügung: Mechanische Prothesen, Xenografts und 
Homografts.50 
Die moderne Herzklappenchirurgie begann im Jahr 1923 mit der ersten 
transventrikulären Mitralstenosensprengung  durch Cutler und Levine51 und 
1925 mit einer transatrialen Mitralklappensprengung durch Souttar. 1952 wurde 
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dann durch Hufnagel die erste künstliche Herzklappe in Aortenposition 
implantiert.52,53 
Im Jahr 2006 wurden in Deutschland 150.000 Operationen am Herzen 
durchgeführt, davon betrafen mehr als 20.000 Eingriffe die Herzklappen und 
hiervon mehr als die Hälfte die Aortenklappe. Unter den Herzoperationen 
fanden in Deutschland mehr als 5.000 Eingriffe auf Grund angeborener 
Herzerkrankungen statt und die Hälfte dieser Operationen betraf Kinder unter 
einem Jahr (siehe Abbildung 2.19).54 
 
 
Abbildung 2.19: Entwicklung der Kinderherzchirurgie in Deutschland. Insgesamt nimmt 
die Anzahl der Operationen ab. Der Anteil der unter einjährigen Kinder liegt bei mehr als 
50% der Gesamtoperationen.
54
 
 
Anzahl der pädiatrischen Herzklappenoperationen in Deutschland 2006 
verändert nach Gummert et al.:54 
 1-17 Jahre <1 Jahr Gesamt 
Aortenklappe inkl. Ross-
Operation und Ersatz 
171 21 192 
Mitralklappe 100 32 132 
Trikuspidalklappe 53 39 92 
Pulmonalklappe inkl. Ersatz 154 44 198 
Gesamt 478 136 614 
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2.3.1 Mechanische Prothesen 
 
Als mechanische Prothesen dienen vor allem aus Carbon und Metall gefertigte 
Klappen (siehe Abbildung 2.20). Seit 1950 wurden mehr als 80 verschiedene 
Modelle von mechanischen Herzklappen entwickelt. Heute werden 
Zweiflügelklappen oder Kippscheibenprothesen am häufigsten verwendet.50,55  
Vorteile von mechanischen Klappen sind die nahezu unbegrenzte Haltbarkeit 
und Verfügbarkeit sowie die langjährige Erfahrung und damit gute 
Reproduzierbarkeit bei gleichbleibender Qualität.50,56 
Nachteile ergeben sich aus dem Blutkontakt mit einer Fremdoberfläche und 
einer unphysiologischen Blutströmung aufgrund der Klappenform. Der Kontakt 
von Blutbestandteilen mit einer Kunststoff- oder Metalloberfläche kann zur 
Entstehung von Fibrinauflagerungen und Thromben führen. Der zum Teil sehr 
unnatürliche Strömungsverlauf des Blutes durch die Herzklappe (Klappenflügel 
bei SJM Doppelflügelklappe sind direkt im Blutstrom) führt zum Auftreten von 
Wirbeln und Todwasserzonen.57,58 Diese beiden Faktoren erhöhen zum einen 
das Versagen der Herzklappe durch Fibrinauflagerungen und stellen ein sehr 
hohes Embolierisiko dar.  
Daher bedingt die Implantation von mechanischen Herzklappenprothesen eine 
lebenslange Antikoagulation. Aber trotz dieser Antikoagulation beträgt das 
Embolierisiko immer noch 1% je Patientenjahr.59 Verbunden mit der 
Antikoagulation ist ein erhöhtes Blutungsrisiko, was zu schwerwiegende 
Blutungskomplikationen bei drei pro 100 Patientenjahren führt.  Daher sind 
mechanische Herzklappenprothesen bei Frauen mit Kinderwunsch, Personen 
mit Blutungsneigungen oder mangelnder Compliance zur 
Medikamenteneinnahme kontraindiziert.50 
Ein weiterer Nachteil mechanischer Herzklappen ist das Missverhältnis 
zwischen der benötigten und der und durch die Prothese bereitgestellten 
Klappenöffnungsfläche. Mechanische Prothesen sind in einen Nahtring 
eingegliedert, was zu einer kleineren effektiven Klappenöffnungsfläche im 
Verhältnis zum Gefäßstammdurchmesser führt. Dieses Problem wird als 
„Patienten – Prothesen Mismatch“ bezeichnet.60,61 
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Abbildung 2.20: Mechanische Herzklappenprothesen. 
A: Starr-Edwards Kugel-Käfig-Prothese  
B: Medtronic Kippscheibenprothese Hall Easy-Fit® 
C: St. Jude Medical, Doppelflügelklappe Regent™ 
 
Mechanische Herzklappen produzieren außerdem mit jedem Herzschlag ein, 
bis weilen störendes, aber sicherlich gewöhnungsbedürftiges Geräusch. 
Insgesamt sind die Indikationen zur Implantation von mechanischen Klappen 
vor allem bei jüngeren Patienten, die eine Lebenserwartung länger als 10 – 15 
Jahre haben oder die aus anderen Gründen schon eine 
Antikoagulantientherapie einnehmen gegeben.55 
Da mechanische Herzklappen aus synthetischen Materialien und Metall 
bestehen besitzen sie natürlich auch kein Wachstumspotential und führen 
daher zu Nachteilen bei im Wachstum befindlichen Patienten. 
 
 
 
A B 
C 
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2.3.2 Xenografts 
 
Als biologische Herzklappenprothesen tierischen Ursprungs dienen  
glutaraldehydfixierte native Schweineklappen oder Klappen aus Rinder- oder 
Schweinepericard. Die Klappen werden entweder auf ein Gerüst (Stent) 
aufgezogen an dem ein Nahtring befestigt ist oder gerüstfrei (stentless valves) 
implantiert.50 
 
 
Abbildung 2.21: Xenogene biologische Herzklappenprothesen. 
A: Rinderperikardklappe Carpentier-Edwards PERIMOUNT Magna  
B: porcine stentless Freestyle
®
 Herzklappe von Medtronic 
  
Der Vorteil der biologischen Prothesen ist die physiologische 
Strömungseigenschaft und eine natürliche Oberflächenstruktur, was eine 
dauerhafte Antikoagulation unnötig macht.55 Diese Klappen werden bevorzugt 
bei Frauen mit Kinderwunsch und älteren Patienten mit zerebralem 
Blutungsrisiko implantiert.46 
Der Nachteil von Bioprothesen liegt in der  begrenzten Haltbarkeit. Da 
biologische Klappen nicht vollständig antigenfrei bereitgestellt werden können  
neigen sie zu entzündlichen Umbauvorgängen und Verkalkungen.50 Nach 10 
bis 15 Jahren versagen daher mehr als 30% der Bioprothesen.56,62–64  
Außerdem besteht ein erhöhtes Endokarditisrisiko mit einer                                 
10 – Jahreswahrscheinlichkeit bei 4% der Patienten.46 
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2.3.3 Homografts (Allografts) 
 
Eine weitere Alternative ist der Einsatz von menschlichen Leichenklappen. Die 
Vorteile liegen ebenso wie bei Xenografts in den physiologischen 
Strömungseigenschaften und der fehlenden Notwendigkeit zur dauerhaften 
Antikoagulation.55 Des Weiteren degenerieren Homografts nicht so schnell wie 
Bioprothesen. Nach 10 bis 15 Jahren versagen hier aber immer noch 10 – 20% 
der Homografts.50,62–64 
Nachteile liegen außerdem in der aufwändigeren Operation und der geringeren 
Verfügbarkeit.50 Die geringe Verfügbarkeit stellt v.a. ein Problem bei der 
Versorgung von Kindern mit angeborenen Herzfehlern dar, da diese kleinen 
Klappengrößen noch seltener als Gewebespende zur Verfügung stehen.  
 
 
 
2.3.4 Problematik des Herzklappenersatzes bei Kindern 
 
Bei Kindern mit angeborenen Herzklappenfehlern wird zunächst versucht die 
Herzklappe zu erhalten und zu rekonstruieren oder bei Stenosen durch eine 
Ballonvalvuloplastie oder Valvulotomie zu erweitern.  
Ist es nicht möglich die Herzklappe zu erhalten muss diese ersetzt werden. 
Der optimale Herzklappenersatz für Kinder  
1. ist verfügbar in verschiedenen Größen,  
2. hat eine natürliche Hämodynamik,  
3. besitzt Wachstumspotential,  
4. stellt kein Embolierisiko dar  
5. benötigt keine Antikoagulation und hat somit kein erhöhtes Risiko für 
Blutungskomplikationen, 
6. und ist langlebig.65 
Bei Schäden der Aortenklappe wird häufig nach Ross operiert, wobei die 
autologe Pulmonalklappe in Aortenposition gesetzt wird und an Stelle der 
Pulmonalklappe eine Prothese implantiert wird (siehe Abbildung 2.22).66 Dies 
hat den Vorteil, dass die autologe Klappe mitwächst und keine 
Entzündungsreaktion auslöst.67 Nachteile einer Ross – Operation sind die 
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Dilatation der Aortenwurzel und Insuffizienz der Klappe.68,69 Außerdem verlagert 
man die Probleme des Herzklappenersatzes nun auch auf die Pulmonalklappe. 
Hier muss ein bis dato gesunder rechter Ausflusstrakt mit einer Prothese ersetzt 
werden.  
 
 
Abbildung 2.22: Die Ross-Operation. Bei Schäden an der Aortenklappe wird die 
autologe Pulmonalklappe in Aortenposition implantiert und die Pulmonalklappe durch 
eine Prothese ersetzt.
70
 
 
Sollte eine Ross-Operation nicht möglich sein oder eine andere Klappe 
betroffen sein muss eine Herzklappenprothese implantiert werden.65 
Die Versorgung mit einem Herzklappenersatz für Kinder ist zurzeit nicht optimal 
und wird kontrovers diskutiert. Existierenden mechanischen und biologischen 
Prothesen mangelt es an Wachstumspotential, Reparationsvermögen und 
Anpassung an veränderte hämodynamische Bedingungen (Remodelling).13  
Die mechanischen Herzklappen sind mit einem erhöhten Blutungsrisiko auf 
Grund der Antikoagulation verbunden. Bioklappen und vor allem Homografts 
haben bei Kindern das Problem, dass sie hier häufig noch früher als bei 
Erwachsenen versagen bzw. verkalken und ersetzt werden müssen.55,65,71–74  
Außerdem stehen Homografts nur selten in einer Größe für Kleinkinder zu 
Verfügung.66 Dies spricht unter Berücksichtigung der Kontraindikationen und 
Nebenwirkungen zunächst für die Implantation von mechanischen Klappen bei 
Kindern, was auch zur Zeit häufig durchgeführt wird.72,75  
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Das größte Problem ist, dass derzeit implantierte Herzklappenprothesen bei 
Kindern nicht mitwachsen können. Daher ist es anzustreben die Implantation 
eines Herzklappenersatzes so lange hinaus zu zögern bis eine Herzklappe von 
adulter Größe eingepflanzt werden kann. Auch gibt es derzeit keine 
kommerziellen Bioklappen, sondern nur mechanische Herzklappen in kleinen 
Größen. Die kleinste kommerzielle mechanische Herzklappe hat einen 
Durchmesser von 15mm. Die kleinsten verfügbaren Xenografts beginnen ab 
18mm bzw. Klappen ohne Stentgerüst bei 15mm.71,76–79 
Eine Möglichkeit bei Kindern dennoch eine Erwachsenenklappe zu implantieren 
ist, den Klappenannulus zu erweitern.80 Diese Ausweitung des Klappenringes 
ist um ca. 2 – 8 mm möglich, ist aber, wie jede Operation zum Ersatz einer 
Aortenklappe mit einem erhöhten Risiko eines kompletten AV-Blockes und der 
Notwendigkeit einer Schrittmachertherapie verbunden.65,80 Es ist außerdem zu 
bedenken, dass eine im Verhältnis zur natürlichen Herzklappe zu großen 
Prothese auch in einer veränderten Hämodynamik resultiert. So ist es derzeit 
häufig notwendig, dass Kinder, die schon als Säuglinge eine 
Herzklappenprothese erhalten haben wiederholt operiert werden müssen, um 
eine zu klein gewordene Klappe auszutauschen (siehe Abbildung 2.23).  
  
 
Abbildung 2.23: Reinterventionsraten und Mortalität nach initialem 
Herzklappenersatz mit Homo- oder Xenografts bei 110 Kindern.
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Es wäre wünschenswert, wenn eine  Herzklappe, die einem Säugling 
implantiert wird (Durchmesser des Aortenanulus 8,8 ±1,0mm) bis auf die Größe 
einer Herzklappe eines Erwachsenen (Durchmesser des Aortenanulus 23,1 ± 
2,0mm) mitwächst.72,81,82  
Dank moderner chirurgischen und intensivmedizinischen Betreuung der Kinder 
geht die Operations- und Spätmortalität immer weiter zurück,  aber gerade 
Reoperationen stellen auf Grund wiederholter Sternotomien ein erhöhtes 
Morbiditäts- und Mortalitätsrisiko.83–88 
Alles in allem ist es eine schwierige Entscheidung, den idealen Klappenersatz 
für Kinder zu finden. Es wird vielfach diskutiert, welche Herzklappenprothese 
bei Kindern verwendet werden soll.  Diese Kontroverse in der Fachwelt kann als 
Hinweis darauf verstanden werden, dass die derzeitigen Methoden nicht ideal 
sind.89  
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3 Tissue Engineering von pädiatrischen Herzklappen  
 
 
Die Behandlung von angeborenem oder erworbenem Versagen von Organen 
oder einzelnen Organanteilen stellt eine große Herausforderung der Medizin 
dar. Bei vielen Erkrankungen ist der Ersatz eines Organs oder einzelner 
funktioneller Untereinheiten notwendig. Die moderne Transplantationschirurgie 
bietet eine wertvolle Behandlungsmethode in dieser Richtung. Abgesehen von 
dem bestehenden Organmangel, kann auf Grund von Abstoßungsreaktionen 
und Medikamentennebenwirkungen ein Transplantat kein vollwertiger Ersatz für 
ein erkranktes Organ sein. Auch Implantate, wie künstliche Herzklappen oder 
Gelenke können keinen äquivalenten Ersatz darstellen. 
Mit der Forschung in Richtung eines vollwertigen und autologen Ersatz von 
Geweben oder Organen beschäftigt sich das Tissue Engineering.  
Tissue Engineering erforscht also den Ersatz von lebendem defektem Gewebe 
mit lebendem gesunden Gewebe, das individuell an die Bedürfnisse des 
Patienten angepasst ist.90 
 
 
 
3.1 Definition und Allgemeines Prinzip des Tissue Engineerings 
 
“A new field, tissue engineering, applies the principles of biology and 
engineering to the development of functional substitutes for damaged tissue”.91 
Diese 1993 von Langer und Vacanti veröffentliche Definition ist bis heute die 
gebräuchlichste Erklärung des Tissue Engineerings.  
Tissue Engineering ist somit ein interdisziplinäres Forschungsgebiet, in dem 
man auf das Fachwissen von Ingenieuren, (Zell-) Biologen, Bioingenieuren, 
Chemikern und Ärzten angewiesen ist. Die Grundidee des Tissue Engineerings 
ist die Herstellung von funktionsfähigen Geweben aus isolierten Zellen in vitro 
zur Wiederherstellung von funktionsuntüchtigem oder zerstörtem Gewebe.  
Hierzu müssen zunächst Zellen gewonnen und durch Zellkultur bis zur 
erforderlichen Zellzahl vervielfältigt werden. Diese Zellen werden dann mit Hilfe 
eines Scaffolds in der gewünschten Form immobilisert und in einem Bioreaktor 
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kultiviert. Das nun gereifte Gewebe kann dem Patienten wieder implantiert 
werden und ist als meist komplett autologes Gewebe voll funktionsfähig ohne 
Abstoßungsproblematik (siehe Abbildung 3.1).92 
 
 
Abbildung 3.1: Prinzip des Tissue Engineerings.
93
 
 
 
 
3.2 Komponenten des Tissue Engineerings 
 
Für das Herstellen tissue engineerter Ersatzprodukte werden im Wesentlichen 
drei Bausteine benötigt. Diese sind die Zellen, eine Trägerstruktur/Scaffold und 
ein Bioreaktor bzw. Signale (siehe Abbildung 3.2). 
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Abbildung 3.2: Komponenten des Tissue Engineerings (LAHVA = Living Artificial 
Heart Valve Alternative).
11
 
 
Zelle 
Die Zellen werden aus tierischen oder humanen Geweben isoliert und mittels 
Zellkultur amplifiziert. Damit ist es möglich aus einer relativ kleinen Zellzahl, wie 
zum Beispiel aus einer Biopsie, eine große Zellpopulation zu züchten. Der 
Nachteil an der Züchtung in Zellkulturflaschen ist, dass hier die Zellen anderen 
Faktoren als in vivo ausgesetzt sind und sie somit eine andere Differenzierung 
annehmen können. Die Differenzierung der Zellen lässt sich in vitro aber auch 
steuern um einen bestimmten Phänotyp zu erreichen.  
Durch die Verwendung von autologen Zellen, die mit Hilfe einer Biopsie 
gewonnen werden, umgeht man das spätere Risiko einer Abstoßungsreaktion, 
da der Patient Zellspender und -empfänger des tissue engineerten Gewebes in 
einer Person ist. 
Eine weitere Möglichkeit ist die Verwendung von Stamm- oder Progenitorzellen. 
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Scaffold 
Scaffold bedeutet übersetzt Gerüst. Hiermit ist eine dreidimensionale 
Stützstruktur gemeint mit deren Hilfe die Zellen immobilisiert werden können. 
Das Scaffold dient zu Beginn der Gewebeentwicklung als mechanische Stütze 
um die gewünschte Form zu gewährleisten bis das Gewebe selbst stabil ist.94  
Das ideale Scaffoldmaterial hat gewebeähnliche mechanische Eigenschaften, 
ist in endlicher Zeit degradierbar, ohne dass toxische Abbauprodukte entstehen 
und immunologisch inert.95 
Man unterscheidet für die Anwendung im kardiovaskulären Tissue Engineering 
polymere Scaffolds, biologische Scaffolds aus Extrazellularmatrix und Kollagen- 
bzw. Fibringelscaffolds.13 Polymere, die als Scaffold dienen sind Polyurethan 
(PUR), Polyglycol Acid (PGA), Polylactid Acid (PLA), kopolymere von Laktid 
und Glykolsäure sowie Chitosan, Glykosaminoglykane, Kollagen und Fibringele 
(siehe Kapitel 5.1). Als biologische Scaffolds für das valvuläre Tissue 
Engineering kommen Xenografts wie azellularisierte Schweineklappen zur 
Anwendung.95–98 
 
Steuerung der Differenzierung / Bioreaktor 
Allein aus der Verbindung von Zellen und dem Scaffold entsteht kein 
natürliches Gewebe. Verschiedene Einflussfaktoren beeinflussen den Phänotyp 
der Zellen und damit ihre spezifischen Aufgaben.99 
Signale, die im Tissue Engineering verwendet werden können, sind einerseits 
biochemisch wie Wachstumsfaktoren, Hormone oder Zytokine, aber auch 
mechanisch, wie Druck oder Scherspannung.11 
Dies hat als Konsequenz, dass tissue engineerte Gewebe zunächst in einen 
Bioreaktor eingebaut werden, in dem sie Signalen ausgesetzt werden können 
und die Gewebeentwicklung kontrolliert werden kann.90,99 Vom Prinzip her kann 
der Bioreaktor eine einfache Zellkulturflasche sein, in der man das tissue 
engineerte Konstrukt Zytokinen aussetzen kann.92 Auf der anderen Seite 
werden im valvulärem Tissue Engineering häufig komplexe Bioreaktoren 
verwendet, welche die Druck- und Flussverhältnisse im Herzen simulieren 
können (siehe Abbildung 3.3).100–102 
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Abbildung 3.3: Schema eines Herzklappenbioreaktors der 
Arbeitsgruppe Tranquillo.
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3.3 Entwicklungsschritte zur pädiatrischen, tissue engineerten 
Herzklappe auf der Basis eines Fibringels 
 
Wie in Kapitel 2.3.4 beschrieben ist die derzeitige Versorgung von Kindern mit 
angeborenen Herzklappenfehlern nicht befriedigend. Viele der beschriebenen 
Nachteile könnten durch die Verwendung tissue engineerter Herzklappen 
umgangen werden. 
Bisher konnte gezeigt werden, dass Herzklappen auf der Basis einer 
Fibringelmatrix hergestellt werden können und den physiologischen 
Bedingungen im adulten Tiermodel Stand halten.103 
Ziel dieser Arbeit war es den Herstellungsprozess der Herzklappen zu 
modifizieren, die Konditionierung im Bioreaktor zu optimieren und eine 
geeignete Zellquelle zu evaluieren. Zusammenfassend war die Hauptintention  
tissue engineerte pädiatrische Herzklappen herstellen zu können, um diese im 
wachsenden Tiermodell (Lamm) testen zu können. 
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Abbildung 3.4: Triangel des Tissue Engineerings. 
 
Auf Grundlage dieser Ziele wurden Entwicklungsschritte zur pädiatrischen, 
tissue engineerten Herzklappe auf der Basis eines Fibringelmatrix in drei 
Arbeitspakete, angelehnt an die „Triangel des Tissue Engineerings“, aufgeteilt 
(siehe Abbildung 3.4).  Basierend auf diesen Arbeitspaketen sind auch die 
Kapitel in dieser Arbeit aufgeteilt. 
Kapitel vier beschäftigt sich zunächst mit grundlegenden Methoden die in den 
weiteren Kapiteln angewendet wurden. Im fünften Kapitel wird näher auf das 
verwendete Scaffoldmaterial und die Optimierung des Herstellungsprozesses 
der Herzklappen eingegangen. Das sechste Kapitel bietet einen Vergleich 
zwischen zwei unterschiedlichen Zellquellen für tissue engineerte Herzklappen. 
Ein Hauptaugenmerk dieser Arbeit lag aber auf der Verbesserung des 
Konditionierungsprozesses, welches in Kapitel sieben beschrieben wird.  
Erste Versuche mit pädiatrischen Herzklappengussformen zeigten, dass sich 
die bisherigen Erkenntnisse mit „großen“ Herzklappengussformen nicht 
vollständig auf diese „kleinen“ Herzklappen übertragen ließen. So war ein 
Hauptproblem die frisch hergestellten Herzklappen aus der Gussform 
herauszulösen. Um den natürlichen Herzklappen in Anatomie und Funktion 
möglichst nahe zu kommen war es notwendig die Taschenklappendicke zu 
verringern, welches zu einem schnellen Zerreißen der Klappen nach dem 
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Gussprozess führt. Da die Herstellung dieser Herzklappen aber einen nicht 
unerheblichen personellen und materiellen Aufwand bedeutet und bei 
Tierversuchen und der potentiellen klinischen Anwendung sparsam mit den 
begrenzten Ressourcen (Zellen und Fibrinogen) umgegangen werden muss, ist 
es notwendig den Gussprozess so sicher zu gestalten, dass man eine hohe 
Erfolgsquote erreicht.  
Außerdem musste gezeigt werden, dass es grundsätzlich möglich ist, Zellen 
aus Nabelschnurarterie und -vene als Zellquelle für die zukünftigen 
Wachstumsversuche im Tiermodell zu verwenden. 
Ein weiteres Problem der tissue engineerten pädiatrischen Herzklappen ist die 
in Kapitel 7.1 beschriebene Gewebeschrumpfung. Diese spielt gerade bei 
pädiatrischen Herzklappen eine große Rolle. Durch Spannung und Zug 
innerhalb der Herzklappen kommt es so zu einer Insuffizienz. Daher ist es 
notwendig diese Schrumpfungsprozesse, die während der in vitro 
Konditionierung stattfinden, soweit möglich zu unterbinden und die 
Kultivierungsprozess dementsprechend anzupassen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4 Material und Methoden 
 
 40 
4 Material und Methoden 
 
 
 
 
 
4.1 Zellkultivierung:  Anlage der  Primärkulturen und 
Vervielfältigung der Zellen 
 
Für die in vitro Versuche wurden vaskuläre Myofibroblasten und Endothelzellen 
aus Schafscarotiden isoliert. Als Vorbereitung für Tierversuche wurden 
zusätzlich Zellen aus ovinen Nabelschnüren verwendet.  Die Zellgewinnung aus 
Carotiden und Nabelschnüren unterscheidet sich darin, dass bei Carotiden 
sowohl Endothelzellen, als auch Myofibroblasten aus dem selben Gefäß 
gewonnen werden und bei Nabelschnüren die arteriellen Myofibroblasten und 
venösen Endothelzellen verwendet werden. Die Schafscarotiden stammen von 
Tierkadavern euthanasierter Schafe anderer Tierversuche aus dem Institut für 
Versuchstierkunde sowie Zentrallaboratorium für Versuchstiere der RWTH 
Aachen. 
Die Nabelschnüre entstammen aus per Kaiserschnitt entbundenen Lämmern. 
Hierzu wurden trächtige Mutterschafe in die Klinik für Geburtshilfe, Gynäkologie 
und Andrologie der Groß- und Kleintiere mit Tierärztlicher Ambulanz, (Leitung 
Prof. Dr. Axel Wehrend) der Justus-Liebig-Universität Giessen verbracht und 
dort lege artis entbunden. Grundlage dieses Vorgehens ist der genehmigte 
Tierversuchsantrag „Tissue Engineering körpereigener Herzklappenprothesen – 
Evaluation des Wachstumspotentials im Tiermodell“ (Tierversuchsvorhaben 
8.87-51.04.20.09.374, Landesamt für Natur, Umwelt und Verbraucherschutz 
Nordrhein-Westfalen). Bis zur Präparation wurden Nabelschnüre und Carotiden 
in sterilem Transportpuffer bei 4°C aufbewahrt.  
Zuerst werden die Nabelschnurgefäße und Carotiden kanüliert und mehrmals 
mit sterilem PBS (PAA Laboratories GmbH, H15-002) gespült um vorhandene 
Blutreste herauszuspülen (siehe Abbildung 4.1). Anschließend füllt man das 
Venen- bzw. Carotidenlumen mit Kollagenase (Collagenase, Sigma-Aldrich Co.) 
Ausführliche Angaben zu Herstellern, Typenbezeichnungen und 
Bestellnummern der verwendeten Geräte, Chemikalien, Rezepturen und 
Verbrauchsmaterialien finden sich im Anhang ab Seite 167. 
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C2674). Zur enzymatischen Dissoziation der Endothelzellen wird das Gefäß 
nun für 30 Minuten bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. 
 
 
Abbildung 4.1: Kanülierung einer Nabelschnurarterie um vorhandene Blutkoagel 
herauszuspülen. 
 
Nach der Inkubation werden die dissoziierten Endothelzellen mit Hilfe von PBS 
in ein 50ml Falcon (Greiner Bio-One GmbH, 227261) überführt und bei 400g für 
fünf Minuten zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen und das Zellpellet in 
Endothelzellmedium resuspendiert. Die Zellen werden nun auf mit Gelatine 
(Kaisers Glyceringelatine, Merck KgaA, 1092420100 ) beschichtete 
Zellkulturflaschen verteilt und weiter kultiviert. 
Zur Gewinnung der Myofibroblasten werden die Arterien präpariert. Hierzu wir 
zunächst das Nabelschnurbindegewebe bzw. die Adventitia entfernt. Nun 
werden die Arterien in 1 – 2 mm dicke Stücke geschnitten und diese 
gleichmäßig auf Zellkulturflaschen verteilt. Nun gibt man  Primärkulturmedium 
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hinzu und kultiviert die Zellen im Inkubator (CO2 – Inkubator, BINDER GmbH, 
CB210 Sr.Nr.: 06-05727) bei 37°C und 5% CO2. 
Die Kultur der Endothelzellen und Myofibroblasten erfolgt zunächst in 
Zellkulturflaschen mit einer Zellkulturfläche von 75cm2 (Greiner Bio-One GmbH, 
658175). 
Sobald eine adäquate Zellzahl aus den Arterienschnitten herausgewachsen ist, 
werden nach ungefähr zwei Wochen die Gefäßstücke aus der Zellkulturflasche 
entfernt. Bei beiden Zellarten wird alle drei bis vier Tage das Zellkulturmedium 
gewechselt. Hierzu wird das alte Medium mithilfe einer sterilen Pasteurpipette 
abgesaugt und anschließend wieder frisches Medium hinzugegeben. 
Sobald der Boden der Zellkulturflasche konfluent mit Zellen bewachsen ist, 
werden die Zellen passagiert. Hierzu wird zunächst das alte Medium abgesaugt 
und die Flasche mit PBS gespült, damit verbliebene Proteinreste des Mediums 
nicht zum Verbrauch des anschließend zugegebenen Enzyms führen. Nun gibt 
man in jede Flasche Trypsin (Trypsin-EDTA 0,05%, Invitrogen GmbH, 25300-
054) und inkubiert die Flaschen für fünf Minuten bei 37°C und 5% CO2, um die 
Zellen vom Untergrund zu lösen. Nachdem sich alle Zellen von der Bodenfläche 
abgelöst haben, gibt man wieder Zellkulturmedium hinzu, um die 
Trypsinwirkung, durch die nun im Überschuss vorhandenen Proteine, 
abzustoppen.  
Abschließend wird die Zellsuspension einer Zellkulturflasche (Zellkulturfläche 
75cm2) in eine größere Zellkulturflasche (Zellkulturfläche 175cm2, Greiner Bio-
One GmbH, 660175) gegeben. Sobald diese Zellkulturflasche konfluent 
bewachsen ist, wird die Passage der Zellkultur in einer Triple-Flask 
(Zellkulturfläche 500cm2, Nunc; Thermo Fisher Scientific Inc., 132913) 
weitergeführt. Bei den  folgenden Passagen werden die Zellen einer Triple-
Flask auf drei bis vier neue Triple-Flasks aufgeteilt.  
Benötigte Chemikalien und ihre Volumina: 
 
 T75 T175 Triple Flask 
PBS 5ml 12ml 30ml 
Trypsin 0,05% 3ml 7ml 15ml 
Zellkulturmedium 10ml 25ml 65ml 
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4.2 Herstellung einer pädiatrischen Herzklappe auf der Basis 
einer Fibringelmatrix im Spritzgussverfahren 
  
 
4.2.1 Komponenten des Fibringels  
 
Um eine Herzklappe aus Fibringel zu gießen, werden neben dem Fibrinogen 
noch Thrombin, Kalzium und die Zellen benötigt. Diese Komponenten werden 
analog einem Zweikomponentenkleber zusammen gebracht und polymerisieren 
in der vorgegebenen Form.  
Mengen der Einzelkomponenten um eine Herzklappe herzustellen: 
50 Vol.-% Fibrinogen gelöst in TBS mit einer Konzentration von 20mg/ml 
(Fibrinogen from human plasma, essentially plasmin(ogen) free, 
Sigma-Aldrich Co., F4883-5G) 
20 Vol.-% Zellen resuspendiert in TBS (Zielzellkonzentration: 10 x 106 
Zellen pro ml Herzklappenvolumen) 
15 Vol.-% 40 IU/ml Thrombin in TBS (Sigma-Aldrich Co., T-4648) 
15 Vol.-% CaCl (50mM) gelöst in TBS (Sigma-Aldrich Co., C3881-500G) 
Zur Zellernte aus den Zellkulturflaschen wird analog zum Passagieren der 
Zellen vorgegangen. Nach erfolgter enzymatischen Dissoziation der Zellen und 
Abstoppen des Trypsins mittels Zellkulturmedium, wird der Inhalt der 
Zellkulturflaschen in 50ml Falcons überführt. Vor der Zentrifugation bei 400g für 
fünf Minuten werden 100µl der Zellsuspension zur Zellzahlbestimmung 
entnommen. Der Überstand wird anschließend verworfen und das Zellpellet in 
sterilem TBS resuspendiert. 
Das kommerzielle, pulverförmige Fibrinogen wird in demineralisiertem Wasser 
aufgelöst. Die benötigte Fibrinogenkonzentration beträgt 20mg/ml. Da sich das 
Fibrinogen nicht vollständig im Wasser löst wird die benötigte Fibrinogenmenge 
mit einem Faktor von 2,25 multipliziert. Außerdem verringert sich durch das 
Dialysieren und Sterilfiltrieren das Gesamtvolumen, daher wird das 1,5fache 
des benötigten Volumens hergestellt.  
Nach zwei Stunden hat sich das Fibrinogen im Wasser gelöst. Die Lösung wird 
nun in einen Dialyseschlauch (SPECTRUM® LABORATORIES, INC, 
Spectra/Por 1,6-8 kD 132665) gefüllt und über Nacht gegen vier Liter TBS 
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dialysiert. Anschließend wird das gelöste und dialysierte Fibrinogen durch 5µm 
und 0,2µm Flüssigkeitsfilter (Millipore Corporation SLSVR25LS  
MILLEX®-SV 5,0µm Filter Unit) filtriert um grobe Verunreinigungen und 
bakterielle Kontaminationen zu unterbinden. 
Das benötigte Thrombin liegt bereits aktiviert als Pulver vor und wird in sterilem 
TBS gelöst werden.  
Kalzium wird in Form einer sterilen 50mM CaCl2 – Lösung verwendet. 
 
 
 
4.2.2 Gussformen 
 
Die Gussformteile werden mit Hilfe einer 3-D-CAD-Software (Pro/ENGINEER, 
Parametric Technology Corporation)  gezeichnet und aus Polyoxymethylen 
(POM), Polymethylmethacrylat (PMMA) oder Polyetheretherketon  (PEEK) 
hergestellt.  
Die Gussform besteht insgesamt aus vier Teilen. Diese werden im Folgenden 
als ventrikuläres und aortales Gussformteil und Wandteile bezeichnet (siehe 
Abbildungen 4.6 – 4.9). Analog der Anatomie würde das ventrikuläre 
Gussformteil auf der Seite der Herzkammer stehen und das aortale 
Gussformteil auf der Seite Aorta oder Pulmanalarterie. 
Die Gussform ist so konstruiert, dass die Herzklappentaschen nach dem 
Gießen zunächst miteinander verbunden sind und erst im Nachhinein mit Hilfe 
eines Skalpells getrennt werden. 
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Abbildung 4.6: Ventrikuläres Gussformteil als 3D-Modell und als fertig 
produziertes POM-Teil. 
 
 
Abbildung 4.7: Aortales Gussformteil als 3D-Modell und als fertig 
produziertes POM-Teil. 
 
 
Abbildung 4.8: Eine Hälfte von zwei Schalenförmigen Wandstücken als 
3D-Modell und als fertiges POM Teil. 
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Abbildung 4.9: Zusammengebaute Gussform als 3D-Modell und POM-
Teil. Ein Schalenförmiges Wandteil wurde entfernt um in das Innere 
einsehen zu können. 
 
 
 
4.2.3 Silikonzylinder 
 
Um die Herzklappen nach dem Guss besser handhaben und sie außerdem in 
den Bioreaktor einbauen zu können, werden die Herzklappen in einen hohlen 
Silikonzylinder eingegossen. Dieser Silikonzylinder (Silicon ELASTOSIL®, R&G 
Faserverbundwerkstoffe GmbH, 4151303) wird in einer eigenen Gussform mit 
entsprechenden Durchmessern gegossen. 
Da die gegossene Herzklappe inklusive des Gefäßabschnittes aber nicht in 
dem Silikonzylinder haften würde, wird vor dem eigentlichen Gussprozess in 
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den Zylinder ein Gewebe aus Polyethylen, PVDF oder PLA eingenäht (siehe 
Abbildung 4.10). Wie Cornelissen et al. beschreiben, ist das Handling einer 
tissue engineerten Herzklappe ohne dieses Gewebe in der Gefäßwand nur 
schwer möglich.104 
 
 
Abbildung 4.10: Zusammengebaute Herzklappengussform von 
oben (ventrikuläres Gussformteil entfernt).  
 
 
 
4.2.4 Guss einer tissue engineerten Herzklappe 
 
Zur Vorbereitung des Gusses einer Herzklappe werden zunächst alle 
benötigten Flüssigkeiten mit Ausnahme des Fibrinogens und des Thrombins, 
sowie die Gussformkomponenten und Werkzeuge autoklaviert. Anschließend 
wird eine sterile Arbeitsfläche in einer Sicherheitswerkbank (Clean Air Techniek 
B.V., EF/S4EC) vorbereitet und die benötigten Teile steril zurechtgelegt (siehe 
Abbildungen 4.11 und 4.12). 
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Abbildung 4.11: Benötigte Teile für den Guss einer Herzklappe und eine 
anschließende statische Kultur. 
 
 
 
Abbildung 4.12: Benötigte Werkzeuge für den Guss einer Herzklappe. 
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Bevor der Silikonzylinder mit dem eingenähten Kunststoffgewebe verwendet 
werden kann, wird dieser zunächst in steriles TBS getaucht um eine 
Luftblasenbildung innerhalb des Fibringels zu verhindern. Unmittelbar vor dem 
Gießen der Herzklappe wurden, außer in den primären Versuchen (siehe 
Kapitel 5), die aortale und ventrikuläre Gussformhälfte in autoklaviertes 
Sonnenblumenöl getaucht. Anschließend werden der aortale Gussformteil und 
der Silikonzylinder zusammengebaut und die beiden Wandstücke um den 
Silikonzylinder verschraubt.  
Nun werden die Komponenten der Herzklappe mit Hilfe eines zweikammerigen 
Mischspritzensystems (Medmix Systems AG, Schweiz, epT.I.P.S. 0030 
000.838) in die Herzklappengussform eingespritzt. Auf Grund der raschen 
Polymerisation des Fibrins, muss nun rasch der ventrikuläre Teil der Gussform 
passend aufgesetzt und die Schrauben vollständig angezogen werden (siehe 
Abbildung 4.13). Um eine vollständige Polymerisation des Fibringels zu 
gewährleisten wird die Herzklappe nun für 45 Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert. 
 
 
 
 
Abbildung 4.13: Guss einer 
Herzklappe. Zunächst wird das 
aortale Gussformteil und die 
Wandteile miteinander verbunden 
und der Silikonzylinder mit dem 
eingenähten Gewebe eingebracht. 
Nun werden die Komponenten der 
Herzklappe in die Gussform 
eingespritzt. Abschließend wird 
das ventrikuläre Gussformteil 
aufgesetzt. 
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Abschließend werden die Gussformteile wieder auseinander gebaut. Dieser 
Schritt ist sehr heikel und muss mit sehr vorsichtigen langsamen Bewegungen 
passieren, um ein Einreißen, der zu dem Zeitpunkt noch fragilen Herzklappen 
zu verhindern (siehe Abbildung 4.14). 
 
 
Abbildung 4.14: Herauslösen der Herzklappe aus der Gussform. Zunächst werden die 
Seitenteile aufgeschraubt und entfernt. Danach werden vorsichtig das aortale und 
abschließend das ventrikuläre Gussformteil entfernt. 
 
 
 
4.3 Histologie und biochemische Analyse 
 
Zur weiteren Analyse der explantierten Herzklappen werden diese in 
verschiedene Abschnitte zerteilt. Jeweils eine Tasche und ein Stück der 
Gefäßwand werden zur biochemischen Bestimmung des Kollagengehaltes für 
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den Hydroxyprolintest verwendet. Die restlichen Teile der Herzklappen werden 
zur weiteren Analytik fixiert. 
 
 
 
4.3.1 Gewebefixation und Herstellung von Mikrotomschnitten 
 
Der Anteil der Herzklappen, der der konventionellen Histologie zugeführt wird, 
wird mit Carnoy’scher Flüssigkeit für 90 Minuten fixiert. Nach dieser Fixierzeit 
werden die Gewebeproben in absolutem Alkohol nachbehandelt bis die 
Carnoy’sche Lösung ausgewaschen ist.  
Bevor die Herzklappen in Paraffin (Vogel HISTO-COMP, VO-5-1001) 
eingebettet werden können, müssen sie entwässert werden. Dies geschieht 
mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe in einem Entwässerungsautomaten 
(Leica Microsystems GmbH, TP 1020) bei einer Inkubationszeit von jeweils 
einer Stunde.  Begonnen wird mit steigenden Konzentrationen von 2-Propanol 
(Merck KgaA, 1096342500) (60%, 80%, 90% und zweimal 100%). Danach folgt 
eine Inkubation für zweimal eine Stunde in 100%igem Xylol (Otto Fischar 
GmbH & Co. KG). Anschließend werden die Präparate zunächst für eine 
Stunde und danach in einem weiteren Schritt für 8 Stunden in flüssigem 
Paraffin inkubiert, bis dieses vollständig in das Gewebe eingedrungen ist. 
Als nächster Schritt folgt die Einbettung der fixierten und dehydrierten Präparate 
in Paraffinblöcke. 
Mit Hilfe eines Schlittenmikrotoms (pfm medical ag, pfm Slide 2003) werden 
nun 3 – 5µm dicke Schnitte der Präparate angefertigt, in ein 45°C warmes 
Wasserbad (LAUDA DR. R. WOBSER GMBH & CO. KG, Aqualine AL 12 
LCB 0725) zur Streckung der Schnitte überführt und auf Objektträger (Gerhard 
Menzel, Glasbearbeitungswerk GmbH & Co. KG, SuperFrost® Plus) 
aufgezogen. Anschließend werden die Mikrotomschnitte über Nacht bei 37°C 
getrocknet. 
Vor der Durchführung der konventionellen histologischen Färbungen müssen 
die Paraffinschnitte am Tag der Verwendung entparaffiniert werden. Dazu 
werden die Objektträger in eine absteigende Alkoholreihe überführt: 3x 5min in 
Xylol, 2x 5min in 100% Ethanol (Merck KgaA, 1009832500 ), 1x 5min in 96% 
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Ethanol, 1x 5min in 80% Ethanol, 1x 5min in 70% Ethanol und anschließend in 
Aqua dest. äquillibriert. 
 
 
 
4.3.2 Konventionelle Histologie 
 
Die konventionellen histologischen Färbungen dienen der Anfärbung intra- und 
extrazellulärer Bestandteile der Gewebeproben. Sie liefern somit einen 
orientierenden Überblick über die Gewebequalität und den morphologischen 
Aufbau.  
Hämatoxylin – Eosin Färbung 
Zunächst werden die Präparate für zwei Sekunden mit Mayers Hämalaun 
(Merck KgaA, 1092490500) überschichtet. Anschließend werden die Schnitte 
erst einzeln indirekt unter fließendem Leitungswasser und dann gemeinsam in 
einem Glasständer für zehn Minuten abgespült um den pH-Wert zu erhöhen, 
was zu einem Farbumschlag von rot-braun zum typischen Blauviolett führt (= 
bläuen). 105,106 
Dann werden die Präparate für zwei Minuten mit Eosin Y (Sigma-Aldrich Co., 
HT110216), welches mittels Eisessig (Sigma-Aldrich Co., A-6283) aktiviert wird 
(1000µl Eosin Y + 5µl Eisessig) gefärbt. Nun werden die Präparate wieder erst 
einzeln und dann gemeinsam für fünf Minuten unter fließendem Leitungswasser 
gespült um Farbüberschüsse auszuwaschen.  
Als letzter Schritt erfolgt eine Entwässerung in 96%igen Ethanol, 100%igen 
Ethanol und 100%igen Xylol. Nach dem Abdampfen des Xylols werden die 
Schnitte mit einem Einschlussmittel (Euparal, CARL ROTH GMBH + CO. KG , 
7356.1) überschichtet und dann luftblasenfrei mit einem Deckglas eingedeckt. 
Als Ergebnis erhält man nun einen Gewebeschnitt in dem die Zellkerne 
blauviolett und das Zytoplasma und die faserigen Bestandteile der 
Extrazellularsubstanz hell violett gefärbt sind. 
Trichrom – Färbung nach Gomori 
Die entparaffinierten Präparate werden mit Hilfe von Bouin’scher Lösung 
(Waldeck GmbH & Co, 252523) für eine Stunde bei 56°C zur Fixierung 
überschichtet. Nach Abkühlung der Objektträger, wird die Bouin’scher Lösung 
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für 45 Minuten unter fließendem Leitungswasser ausgewaschen. Nun werden 
die Präparate zur Kernfärbung mit Weigerts Eisenhämatoxylin (Merck KgaA, 
1159730002 ) für drei Sekunden überschichtet und dann für zehn Minuten 
zunächst einzeln, dann gemeinsam in einem Objektträgerständer unter 
fließendem Leitungswasser abgespült. Anschließend wird die Trichromlösung 
auf die Präparate gegeben und für fünf Minuten inkubiert. Nun werden die 
Präparate kurz in 0,5%iger Essigsäure, 96%igen Ethanol, 100%igen Ethanol 
und 100% Xylol geschwenkt und anschließen mit Hilfe eines Einschlussmittels 
unter Deckgläschen luftblasenfrei eingedeckt. Als Ergebnis erhält man blau 
angefärbte Kollagenfasern, schwarz gefärbte Zellkerne und das Zytoplasma 
erscheint rot – braun. 
 
 
 
4.3.3 Biochemische Analyse der ECM mittels Hydroxyprolin – Test 
 
Der Hydroxyprolintest dient der quantitativen Bestimmung des Kollagengehaltes 
in Geweben. Hydroxyprolin ist eine Aminosäure, die ausschließlich in Kollagen 
vorkommt.107 Hydroxyprolin entsteht durch Hydroxylierung von Prolin durch das 
Enzym Prolinhydroxylase.108 Der Anteil den Hydroxyprolin am Kollagen 
ausmacht entspricht 12,5% des Trockengewichtes.109 Somit kann mit Hilfe der 
Bestimmung des Hydroxyprolingehaltes im Gewebe auf die enthaltene 
Kollagenmenge zurückgeschlossen werden. 
Die hier verwendete Methode beruht im Wesentlichen auf der Arbeit von 
Stegemann und Stadler mit Modifikationen nach Huszar et al. und Reddy et 
al.110,111 Zunächst werden die Gewebestücke in einem Reaktionsgefäß über 
Nacht bei 37°C im Vakuum getrocknet und anschließend das Trockengewicht 
der Gewebeproben bestimmt. 
Zur Durchführung des Hydroxyprolintests werden folgende Reagenzien 
vorbereitet. 
1. Hydroxyprolin Stocklösung mit einer Konzentration von 400ng/µl: Hierzu 
wird  Hydroxyprolin (Sigma-Aldrich Co., H5534) in demineralisiertem Wasser 
zu einer Konzentration von 1mg/ml gelöst. Anschließend wird die Lösung mit 
5M Natronlauge auf 400ng/µl verdünnt. 
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2. Chloramin T Reagenz (0,056M, Sigma-Aldrich Co., C9887): Hierzu werden 
50ml Azetat-Zitrat-Puffer mit einem pH von 6,5 angesetzt. Dazu werden 6g 
Natriumacetat-Trihydrat, 2,5g Zitronensäure, 0,6ml Eisessig und 1,7g 
Natriumhydroxid vermischt und auf 50ml demineralisiertes Wasser aufgefüllt 
und dann auf einen pH Wert von 6,5 angepasst. Nun löst man 0,635g 
Chloramin T in 10ml 50%iger 2-Propanol-Lösung und füllt die Lösung mit 
dem Azetat-Zitratpuffer auf 50ml auf. 
3. Ehrlichs Reagenz: 7,5g p-Dimethylaminobenzaldehyd (Sigma-Aldrich Co., 
D2004) werden in n-Propanol/Perchloric acid (2:1, v/v) gelöst und auf 50ml 
aufgefüllt 
Die Bestimmung des Hydroxyprolingehaltes in Gewebeproben wird dann nach 
folgendem Schema durchgeführt: 
1. Herstellung einer Standardreihe mit definierter Hydroxyprolinkonzentration: 
Die Stocklösung wird in Reaktionsgefäße gefüllt und mit 2M Natronlauge zu 
definierten Hydroxyprolinkonzentrationen (400ng/µl, 200 ng/µl, 100 ng/µl, 40 
ng/µl, 0 ng/µl) verdünnt. 
2. Zu den Gewebeproben in den Reaktionsgefäßen wird 100µl 2M Natronlauge 
zugegeben. Sowohl die Gewebeproben als auch die Standardreihe werden 
für 20 Minuten bei 120°C autoklaviert um das Gewebe zu lösen. 
3. Jeweils 50µl der gelösten Gewebesuspension und der Standardreihe 
werden in neue Reaktionsgefäße gegeben und mit 450µl Chloramin T 
Reagenz vermischt und für 35 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert 
4. Nun fügt man in jedes Reaktionsgefäß 500µl Ehrlichsreagenz und inkubiert 
diese bei 65°C für 20 Minuten im Wasserbad 
5. Jeweils 100µl der Proben und der Standardreihen werden eine 96-Well 
Platte gegeben 
6. Messung der Absorption bei OD 550nm 
7. Erstellen einer Standardkurve mit Hilfe der Absorption der definierten 
Hydroxyprolinkonzentrationen 
8. Berechnung des Hydroxyprolingehaltes in den Gewebeproben 
9. Berechnung des Kollagengehaltes in  den Gewebeproben 
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5 Fibringel als Scaffold tissue engineerter Herzklappen 
– Optimierung des Gussprozesses 
 
 
5.1 Einführung 
 
Ein wesentlicher Unterschied in der Herangehensweise an das valvuläre Tissue 
Engineering ist das verwendete Scaffoldmaterial. Basis dieser Arbeit ist die 
Herstellung tissue engineerter Herzklappen auf der Basis einer Fibringelmatrix.  
Ziel der Experimente dieses Kapitels war die Optimierung des 
Herstellungsprozess der Herzklappen, sowie zu zeigen, dass es möglich ist 
Herzklappen in pädiatrischer Größe herzustellen. 
 
 
 
5.1.1 Aktuelle Ansätze des valvulären Tissue Engineerings in Bezug 
auf das Scaffoldmaterial  
 
Das ideale Scaffold für das valvuläre Tissue Engineering sollte eine Oberfläche 
besitzen, die Zelladhäsion und -wachstum ermöglicht, um eine möglichst 
homogene Zellverteilung zu erreichen, was für die spätere Gewebeentwicklung 
eine große Rolle spielt. Außerdem sollten beim Besiedeln der Scaffoldstruktur, 
die Zellen möglichst rasch eine feste Zell – Scaffold – Verbindung eingehen, um 
den Zellverlust beim Besiedeln so gering wie möglich zu halten. Eine weitere 
Anforderung, besonders für in vivo Versuche und die klinische Anwendung ist, 
dass weder das Scaffold selbst, noch dessen Abbauprodukte zytotoxisch, 
allergen oder inflammatorisch sind.  Außerdem sollte die Stützstruktur einfach in 
dreidimensionale Strukturen zu verarbeiten sein.  Die mechanischen und 
chemischen Eigenschaften des Scaffolds müssen reproduzierbar sein, um eine 
gleichbleibende Qualität gewährleisten zu können. Das Scaffoldmaterial sollte 
eine minimale Diffusionsbarriere darstellen, um eine adäquate 
Nährstoffversorgung und einen ungehinderten Abtransport von 
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Stoffwechselprodukten zu ermöglichen. Des Weiteren wird von dem 
Scaffoldmaterial gefordert, dass es degradierbar ist und dass die Degradation 
steuerbar ist.112  
Gerade die Kontrollierbarkeit des Abbaus ist wichtig, da die Gewebeentwicklung 
sehr individuell ist und von verschiedenen äußeren Faktoren abhängt. Bei einer 
zu schnellen Degradation, vor einer ausreichenden Gewebeentwicklung, käme 
es zur Zerstörung des tissue engineerten Konstruktes. Demgegenüber wäre ein 
zu lange persistierendes Scaffoldmaterial der natürlichen Gewebeentwicklung 
und -mechanik ein Hindernis. 
Derzeit werden im valvulärem Tissue Engineering im Wesentlichen drei 
Scaffoldmaterialien verwendet:  
1. synthetische biodegradierbare Materialien 
2. azellularisierte Xeno- oder Homografts  
3. Fibringele oder Kollagenstrukturen 
 
 
 
5.1.1.1 Synthetische Biomaterialien 
 
Als synthetische Scaffoldmaterialien werden biodegradierbare, 
thermoplastische Polymere wie Polyglycolic Acid (PGA), Polylactic acid (PLA), 
sowie Polyhydroxyalkanoate (PHA) und Polyhydroxyoktanoate (PHO) 
verwendet.  Diese Materialien sind biodegradierbar und biokompatibel.113–116 
Die Polymere werden zu unterschiedlich feinen Fließstrukturen gewoben, 
gepresst oder gegossen, um dann mit Zellen besiedelt zu werden. Das 
Scaffoldmaterial gibt so die geplante Form der Herzklappe vor und dient bis zur 
Entwicklung einer ausreichenden Extrazellularmatrix als mechanische 
Unterstützung des Konstruktes. 
PGA wird seit 1970 als Nahtmaterial in der Chirurgie verwendet.116 Es wird 
durch Hydrolyse in vivo abgebaut und hat so nach zwei bis vier Wochen seine 
mechanischen Eigenschaften verloren und nach weiteren vier Wochen nur noch 
30% seiner initialen Masse.112,117 Bei dieser hydrolytischen Degradation von 
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PGA entstehen aber saure Abbauprodukte, die zu einer lokalen 
Gewebeazidose und Entzündung führen.118  
PLA unterscheidet sich von PGA durch eine weitere Methylgruppe. Diese führt 
zu einer stärkeren Hydrophobie und somit zu einer langsameren Hydrolyse. 
Auch PLA wird seit langem in der klinischen Praxis verwendet. Es hat eine sehr 
lange Resorptionszeit von 18 – 36 Monaten, trägt aber wesentlich weniger zu 
lokalen Entzündungsreaktionen als PGA bei.117,119 
Polyhydroxyalkanoate (PHA) sind natürliche Polymere, die von Bakterien 
gebildet werden.120 Als Scaffoldmaterial in dieser Gruppe werden Poly-4-
Hydroxybutyrat (P4HB) und Poly-3-hydroxyalkanoate-co-3-hydroxyhexanoate 
genutzt. Es gibt ca. 150 Hydroxyfettsäuren, die als PHA-Bausteine verwendet 
werden können. PHA – Polymere sind thermoplastisch und können somit in 
jede Form gegossen werden. PHA besitzt je nach Zusammensetzung eine hohe 
Elastizität und mechanische Stabilität.121 Außerdem lassen sich mit Hilfe der 
Salzextraktion Poren von definierter Größe in gegossenes PHA einfügen.122 
Polyhydroxyalkanoate werden durch Hydrolyse in einem Zeitraum von mehr als 
52 Wochen abgebaut.117 
Die Arbeitsgruppe um Mayer und Vacanti aus Boston benutzte für ihren Ansatz 
des valvulären Tissue Engineerings zunächst PGA und PLA. Mitte der 90er 
Jahre stellten sie Herzklappensegel auf der Basis eines Non – woven – Meshes 
von PGA und PLA bzw. einer Sandwichstruktur dieser beiden Polymere her. 
Diese Klappen wurden dann mit Fibroblasten und Endothelzellen besiedelt. Die 
anschließende histologische Aufarbeitung ergab einen ähnlichen Eindruck wie 
natürliche Herzklappen.96  
Bereits 1995 konnten sie so eine Tierversuchsstudie durchführen, in der 
einzelne Taschenklappen von Lämmern durch Taschen aus einer besiedelten 
PGA – PLA – Herzklappe ersetzt wurden. Die eingepflanzten Taschen waren 
nach wenigen Tagen dicker als natürliche Taschen und bewegten sich nicht so 
flexibel.123 Ein Hauptproblem dieser Herzklappen liegt somit in der Dicke und zu 
geringen Flexibilität.121  
In  weiteren Versuchen von Mayer und Vacanti konnten zwar einzelne Taschen 
der Taschenklappe aus PGA hergestellt und erfolgreich im Tierversuch  
getestet werden, es war jedoch unmöglich eine vollständige Herzklappe mit drei 
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Taschen herzustellen, da PGA zu fest, zu dick und unzureichend biegsam ist 
und dies in einer Stenose mündet.123,124  
In der selben Versuchsreihe wurden auch Herzklappen aus PHA und P4HB 
hergestellt, welche sich in pulsatilen Testsystemen synchron öffnen und 
schließen.  
 
 
Abbildung 5.1: Herzklappen – Scaffold aus porösem 
Poly-4-hydroxybutyrate (P4HB).
124
 
 
Außerdem wurde auch der Besiedlungsprozess der drei Materialien mit Zellen 
evaluiert. Hierzu wurden tubuläre Strukturen mit vaskulären Zellen besiedelt. 
Auf allen Materialien bildeten sich konfluente Zellschichten nach einer 
Inkubationszeit von vier bzw. acht Tagen.121,124 Aber auf PGA konnte eine 
signifikant höhere Zellzahl und mehr Kollagen nachgewiesen werden.124 
Als nächster Schritt testete die Arbeitsgruppe Herzklappen aus PHA. Hieraus 
wurden vollständige Klappen hergestellt, mit Zellen besiedelt und in pulsatilen 
Bioreaktoren getestet. Hier zeigte sich, dass die Klappe sich synchron und 
flexibel öffnet und schließt. Außerdem ließ sich auf der Oberfläche eine 
konfluente Zellschicht nachweisen von der aus auch Zellen in die Poren 
einwuchsen.121 
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Mit Hilfe eines PHO Scaffolds konnte die Arbeitsgruppe Herzklappen in Lämmer 
implantieren und beschreibt hier sogar eine Zunahme des Durchmessers der 
Herzklappen in Folge des Wachstums der Tiere. Außerdem zeigte sich 
Sonographisch eine funktionierende Herzklappe mit nur milder Stenose und 
Insuffizienz. Nach der Explantation konnte aber keine Endothelzellschicht auf 
der Klappenoberfläche nachgewiesen werden.125 
Zusammenfassend liegen die Vorteile synthetischer Scaffolds in der 
ausreichenden Reproduzierbarkeit bei definierbaren Eigenschaften.126 
Der größte Nachteil synthetische Scaffolds liegt in dem Degradationsprozess 
der Materialien in vivo. Hier können Abbauprodukte entstehen, die eine 
Entzündung fördern oder zu zentraler Zellnekrose innerhalb dickerer Konstrukte 
führt.95,127 Die Abbauprozesse dauern zum Teil auch sehr lange an, obwohl die 
mechanischen Eigenschaften der Polymere oft schon nach wenigen Wochen 
stark verringert sind.117 Daher ist der Degradationsprozess nur bedingt steuer- 
und kontrollierbar und schwer in vivo vorher zu sagen. Nachteile von 
synthetischen Polymeren liegen auch im Besiedlungsprozess mit Zellen. So 
erreichten Breuer et al. nur eine Effizienz von 40-60% der initialen Zellen, die an 
den Polymeren haften blieben.123 
 
 
 
5.1.1.2 Azellularisierte Scaffolds 
 
Eine weitere Möglichkeit des valvulären Tissue Engineerings ist die 
Verwendung von azellularisierten nativen Klappen als Scaffold um diese dann 
mit autologen Zellen zu besiedeln.97 Hierzu müssen die Allo-  oder Xenografts 
zunächst dezellularisiert werden. Dieser Schritt ist notwendig um eine 
Immunantwort gegen die neue Klappe zu verhindern, da es vor allem die Zellen 
sind, die auf Grund ihrer Oberflächenantigene eine Entzündungsreaktion 
provozieren. Die Kollagene, die den Hauptbestandteil der extrazellulären Matrix 
bilden sind nur schwach immunogen.98 
Andererseits würde das Kollagen unbehandelt in vivo durch Phagozytose und 
ubiquitäre Kollagenasen abgebaut werden. Daher ist es notwendig die 
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mechanische Stabilität durch Quervernetzung der Kollagenmoleküle zu 
erhöhen. Ein weiterer Effekt dieser Quervernetzung ist die Reduktion der 
Antigenität des Kollagens.  
Die am weitesten verbreitete Chemikalie um das Kollagen querzuvernetzen ist 
Glutaraldehyd, das wegen seiner Zytotoxizität auch das Scaffold dezellularisiert. 
Ein Nachteil von Glutaraldehyd ist, dass es die Neigung der Herzklappen in vivo 
zu verkalken verstärkt.128 Außerdem zeigte sich, dass die mit Glutaraldehyd 
fixierten Herzklappen noch zu zytotoxisch sind und somit eine autologe 
Endothelzellschicht sieben Tage nach der Besiedlung in vitro nicht mehr 
nachweisbar war.129  
Um die Nachteile von Glutaraldehyd zu umgehen, verwendeten Haverich et al. 
Triton®, RNase und DNase um Xenografts beziehungsweise Trypsin/EDTA um 
Allografts schonend zu dezellularisieren.97,130 Haverich et al. konnten zeigen, 
dass es bei dieser schonenden Dezellularisierung möglich ist die Klappen 
anschließend mit Endothelzellen zu beschichten. Andererseits zeigten sie aber 
auch, dass immer noch 2% allogene DNA innerhalb der Herzklappen verblieb.97  
So konnten Haverich et al. bereits im Jahr 2006 den 3,5-Jahres Bericht einer 
klinischen Studie veröffentlichen, in der rezellularisierte Homografts in zwei 
Kinder (11 und 13 Jahre alt) mit angeborenen Herzfehlern in Pulmonalisposition 
implantiert wurden. Die, bis zu dem Zeitpunkt gewonnenen Ergebnisse zeigten 
eine Vergrößerung des Klappendurchmessers, bei erhaltener Klappenfunktion, 
was die Autoren als das erhoffte Wachstum der Herzklappen auffassten.131  
In einer weiteren Studie zur Dezellularisierung von Xenografts verglichen 
Haverich et al. Natriumdesoxycholat, Natriumdodecylsulfat und Trypsin/EDTA 
hinsichtlich ihrer mechanischen Eigenschaften und Möglichkeiten der 
Rezellularisierung. Sie konnten zeigen, dass die Verwendung von 
Natriumdesoxycholat und Natriumdodecylsulfat in einer besseren 
Dezellularisierung, bei überlegenen morphologischen und mechanischen 
Eigenschaften gegenüber mit Trypsin/EDTA dezellularisierten Klappen 
mündet.132 Aber auch hier wurde gezeigt, dass nach der Dezellularisierung nur 
95% der DNA entfernt werden konnte. Es war aber möglich die so mit 
Natriumdesoxycholat, Natriumdodecylsulfat oder mit einem Gemisch aus 
beiden Substanzen dezellularisierten Herzklappen, nach zahlreichen 
Waschschritten erfolgreich mit Endothelzellen zu besiedeln, obwohl noch Reste 
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von Natriumdodecylsulfat nach den Waschschritten nachgewiesen werden 
konnten.133  
Derzeit gibt es keine Langzeitergebnisse zu de-  und dann rezellularisierten 
Herzklappen bezüglich histologischer Aufarbeitung. Die  Langzeitergebnisse 
der klinischen Studie von Haverich et al. sieht bis dato zwar vielversprechend 
aus, konnte aber aus diesem Grund keine Herzklappen zur genaueren 
Untersuchung liefern. So ist derzeit noch nicht absehbar ob die mit autologen 
Zellen rezellularisierten Herzklappen bezüglich der Verkalkung und 
Beständigkeit einen Langzeitvorteil gegenüber Homo- oder Allografts bietet. 
Eine weitere Möglichkeit zur Verwendung azellularisierter Herzklappen ist, 
diese direkt ohne vorherige Besiedlung mit Zellen in den Empfänger zu 
implantieren. Die These ist, dass die Herzklappen in vivo durch Zellen besiedelt 
werden. Hierzu führten  Haverich et. al eine Tierversuchsstudie an Schafen 
durch. Bei diesen wurden entweder mit Trypsin/EDTA dezellularisierte 
Allografts oder Xenografts (Schwein) implantiert. Bei der Verwendung von 
Allografts waren die Herzklappen bereits nach 12 Wochen stark degeneriert 
und verkalkt. Wohingegen die explantierten Xenografts kaum Verkalkungen 
zeigten. Außerdem konnte auf der Oberfläche der Xenografts eine konfluente 
autologe Endothelzellschicht und innerhalb der Matrix Myozyten und 
Fibroblasten nach 24 Wochen nachgewiesen werden. Bei den Allografts 
konnten nach 12 Wochen nur wenige Zellen nachgewiesen werden.134 
Zu tragischen Zwischenfällen bei der Verwendung dezellularisierter 
kryokonservierter Xenografts kam es bei der klinischen Anwendung der 
SynergraftTM Herzklappen (Cryolife Inc., USA). Diese porcinen Herzklappen 
wurden durch einen von durch Cryolife patentierten Prozess dezellularisiert und 
nicht glutaraldehydfixiert, sondern nur kryokonserviert. In vivo Versuche im 
Schafmodell zeigten positive Ergebnisse mit diesen Klappen. Nach der 
Implantation von vier Herzklappen in Kinder führten Entzündungsprozesse 
innerhalb der Herzklappen zur Zerstörung dieser. Sie verursachten so den Tod 
von drei Kindern. Histologisch konnten auf den Herzklappen keine autologen 
Zellen nachgewiesen werden, dafür aber eine starke Fremdkörperreaktion.135 
Die Verwendung von azellularisierten Scaffolds für das Tissue Engineering von 
Herzklappen ist somit kontrovers zu diskutieren.  
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Insbesondere der Prozess der Dezellularisierung muss kritisch betrachtet 
werden. Wie die Autoren der zitierten Studien auch selber anmerken muss 
davon ausgegangen werden, dass sowohl DNA Reste als auch Zelldebris 
innerhalb der Scaffolds verbleibt und so eine Immunantwort auslösen kann.  
Das Wachstumspotential von Bioklappen muss kritisch aufgefasst  werden, da 
die Degradation des Kollagens nur sehr langsam von statten geht.136 Somit 
wären diese Klappen keine Option für Säuglinge und Kleinkinder, die schneller 
wachsen als die Herzklappenmatrix umgebaut werden kann.  
Trotz der Verwendung schonender Dezellularisierungsverfahren greifen die 
verwendeten Stoffe die natürliche Extrazellularmatrix an und verändern diese.   
Ein weiterer Nachteil ist die potentielle Übertragung von Krankheitserreger, wie 
zum Beispiel Retroviren die in dezellularisierten porcinen Xenografts 
nachgewiesen werden können.137 Ein unwiderlegbarer Vorteil dieser Klappen ist 
ihre natürliche und ideale Form. Außerdem sind gerade Xenografts leicht 
verfügbar. 
 
Autologous Valve Replacement - CD133+ Stem Cell-plus-Fibrin Composite 
based Sprayed Cell Seeding for Intra-Operative Heart Valve Tissue 
Engineering138 
Eine weitere Verwendungsmöglichkeit azellularisierter Herzklappen im Tissue 
Engineering ist, diese mit Hilfe von in Fibringel eingebetteten Zellen zu 
ummanteln. In einer von unserer Arbeitsgruppe unterstützten Studie führten 
Kaminski et al. Versuche in diese Richtung durch. Hierfür wurden CD-133+-
Zellen aus dem Knochenmark und Fibrinogen aus peripherem Blut gewonnen.  
Mit Hilfe des Vivostat Co-Delivery System (Vivostat A/S, 119 Alleroed, 
Denmark) wurden Zellen, Fibrinogen und eine Aktivierungslösung auf die 
Herzklappen gesprüht um eine konfluente Schicht zu erzeugen.  
Mit diesem System ist es auch möglich azellularisierte Herzklappen 
intraoperativ zu beschichten und direkt zu implantieren, was das Risiko von 
Kontaminationen während der in vitro Konditionierung vermindern würde.  
Um die prinzipielle Anwendbarkeit dieses Systems zu überprüfen wurden die 
Herzklappen in Bioreaktoren unserer Arbeitsgruppe unter physiologischen 
Bedingungen getestet.101,103  
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In diesen Versuchen zeigte sich bei sonst guter Herzklappenfunktion ein 
geringradiges Ablösen der Fibringel-Zellschicht von den Herzklappen, was in 
vivo ein Embolierisiko darstellen würde. 
Vorteil dieser Methode ist, dass eine xenologe oder heterologe Herzklappe mit 
autologen Zellen und Fibringel beschichtet wäre und so eine 
Abstoßungsreaktion verhindert oder vermindert wird. Außerdem wäre bei in vivo 
Anwendung eine bessere Integration, Rezellularisierung und gegebenenfalls ein 
Wachstumspotential zu erwarten. Vor einer in vivo Testung muss aber noch 
eine ausreichend lange Stabilität der Fibringel-Zell-Schicht auf den Herzklappen 
erreicht werden, um die Gefahr einer Embolie zu verringern.138 
 
 
 
5.1.1.3 Tissue engineerte Herzklappen auf der Basis einer Fibringel- oder 
Kollagenmatrix 
 
Ein weiteres Scaffoldmaterial ist Fibrin. Ye et al. konnten zeigen, dass es 
grundsätzlich möglich ist kardiovaskuläre Strukturen aus Fibrin herzustellen.139 
Im Gegensatz zu den anderen beschriebenen Scaffoldmaterialien kann eine 
Struktur aus Fibringel somit vollständig autolog hergestellt werden, da 
Fibrinogen aus dem Blut des Patienten gewonnen werden kann.95,139 
Jockenhoevel et al. belegten daraufhin, dass es möglich ist auch Herzklappen 
aus Fibringelen herzustellen.95,136 In Anlehnung an einen 
Zweikomponentenkleber (1. Komponente Fibrinogen, 2. Komponente Thrombin, 
Kalziumchlorid und Zellen) können Fibringele in nahezu jede Form gegossen 
werden. Die zunächst flüssigen Einzelkomponenten polymerisieren beim 
Kontakt sehr rasch und fixieren somit die Form.95,136 Auch die Arbeitsgruppe um 
Tranquillo stellt erfolgreich tissue engineerte Herzklappen auf Fibringelbasis 
her.102,140 Da die Herzklappe vollständig autolog ist, gibt es keine 
Abstoßungsreaktion und es entstehen keine toxischen Abbauprodukte bei der 
Degradation von Fibringelen.139 
 
5 Fibringel als Scaffold tissue engineerter Herzklappen – Optimierung des 
Gussprozesses 
 
 64 
 
Abbildung 5.2: Herzklappe auf Basis einer 
Fibringelmatrix direkt nach dem Gussprozess.  
 
Ein weiterer Vorteil ist, dass der Fibringelabbau in vitro steuerbar ist. Mit Hilfe 
von Aprotinin oder Tranexamsäure lässt sich der Degradationsprozess 
inhibieren. Aprotinin ist ein Inhibitor des humanen Trypsins, Plasmins und des 
Plasma- und Gewebekallikreins, findet aber auf Grund von unerwünschten 
Wirkungen keine Anwendung mehr in der klinischen Praxis. Tranexamsäure 
inhibiert kompetitiv die Aktivierung von Plasminogen zu Plasmin.95,139,141 
Im Vergleich zu synthetischen Scaffolds oder dezellularisierten Herzklappen 
erreicht man bei der Verwendung von Fibringelen bessere Verteilung der Zellen 
in den komplexen Konstrukten, da das Gel schnell polymerisiert und die Zellen 
fixiert.136,139 Das Fibringel verhindert in vitro auch ein Ausschwemmen der neu 
synthetisierten Proteine der Extrazellularmatrix.95,139 
Problematisch bei der Verwendung von Fibringel ist die initiale geringe 
mechanische Stabilität.95,139 Unmittelbar nach dem Gussprozess hat das 
Konstrukt nur eine festere gelartige Konsistenz. Es wäre zwar möglich es 
einzunähen, aber vor einer in vivo Anwendung ist es auf jeden Fall erforderlich 
die gegossenen Strukturen in einem Bioreaktor zu konditionieren, denn erst 
durch den Aufbau der Extrazellularmatrix gewinnt das Konstrukt an 
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mechanischer Stabilität.136 Außerdem würde das Fibringel in vivo direkt 
enzymatisch abgebaut werden. 
Ein weiterer Schwachpunkt bei der Verwendung von Fibringelen als Scaffold ist 
die Gewebeschrumpfung. In Analogie zur Wundretraktion bei Verletzungen 
führt auch hier das neu entstehende Gewebe zu einer Retraktion und damit 
dem Verlust der physiologischen Form.142,143 Auf das Problem der 
Gewebeschrumpfung wird in Kapitel 7 näher eingegangen.   
 
Plasmatisches Gerinnungssystem  
Wie Jockenhövel et al. zeigen konnten, ist es möglich komplexe 
kardiovaskuläre Strukturen aus Fibringelen zu gießen.95,136 Hierzu macht man 
sich die plasmatischen Vorgänge zur Blutstillung zu Nutze. Unter Anwesenheit 
von Kalzium wandelt das Enzym Thrombin das Vorläuferprotein Fibrinogen in 
Fibrin um, welches nun polymerisiert (siehe Abbildung 4.2). 
 
 
Abbildung 4.2: Endstrecke der plasmatischen Blutgerinnung, die 
man sich beim Herstellen tissue engineerter Herzklappen auf 
Fibringelmatrix zu Nutze zieht.
144
 
 
Fibrinogen (Faktor I) ist ein wasserlösliches Glykoprotein und mit einer 
Konzentration von 2 – 6 g/l im Blutplasma enthalten.106,145,146 Das 
Fibrinogenmolekül ist 45nm lang, hat ein Molekulargewicht von 340kD und setzt 
sich aus zwei identischen Untereinheiten mit  je drei Polypeptidketten (α, β und 
γ) zusammen. Zur Verbindung der einzelnen Polypeptidketten findet man 
insgesamt 29 Disulfidbrücken, wovon drei die beiden Untereinheiten verbinden 
(siehe Abbildung 4.3).144,147 
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Abbildung 4.3: Das Fibrinogenmolekül.
144
 
 
Fibrinogen wird in der Leber synthetisiert und ist essentiell für Hämostase und 
Wundheilung. In vivo bildet die Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin durch das 
Enzym Thrombin den letzten Schritt der Gerinnungskaskade (siehe Abbildung 
4.4). Das polymerisierte Fibrin bildet einen netzförmigen Wundverschluss und 
dient als Matrix für Fibroblasten zum Wundverschluss.146 
Fibrinogen kann zum Beispiel durch Kryopräzipitation aus dem Blut gewonnen 
werden.  
 
 
Abbildung 4.4: Die Gerinnungskaskade.
148
  
 
Thrombin (Faktor IIa) ist eine Serinprotease. Durch das Zusammenwirken der 
Gerinnungsfaktoren Va und Xa mit Ca2+ und Phospholipiden wird Thrombin 
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durch die Aktivierung von Prothrombin (Faktor II) gebildet. Durch Thrombin 
werden von der α- und β- Kette des Fibrinogens kleine Bruchstücke 
(Fibrinopeptid A und B) abgetrennt. Die so freigelegten Bezirke ermöglichen die 
autokatalytische Polymerisation der Fibrinmonomere zu einem Fibrinnetzwerk 
(siehe Abbildung 4.5).106,144,147 
Als freies Ion bildet Kalzium (Ca2+, Faktor IV) Komplexe mit Phospholipiden und 
Gerinnungsfaktoren und ist somit ein essentieller Faktor zur Fibrinsynthese. 
Kalziumionen binden an γ-Carboxylgruppen der Gerinnungsfaktoren und 
steigern somit deren Aktivität.28,144 
 
 
Abbildung 4.5: Schematische Darstellung der Polymerisation von Fibrinogen.
147
 
 
Aber erst durch die Wirkung des fibrinstabilisierenden Faktors XIII wird das 
frische Fibringerinnsel mechanisch stabil und wasserunlöslich.144,146 Die 
Verbindung der Fibrinmonomere nach der Thrombinreaktion beruht nur auf 
hydrophoben Wechselwirkungen und Wasserstoffbrückenbindungen und ist 
somit relativ unstabil. Durch Thrombin und Kalzium wird Faktor XIII aktiviert, der 
5 Fibringel als Scaffold tissue engineerter Herzklappen – Optimierung des 
Gussprozesses 
 
 68 
durch Einfügen von Peptidbindungen zwischen der Fibrinmonomeren das frisch 
entstandene Gerinnsel stabilisiert.144,147 Zur Gerinnungskontrolle in vivo können 
polymerisiertes Fibrin und Fibrinogen durch das Enzym Plasmin in 
wasserlösliche Produkte abgebaut werden. 
 
Kollagenmatrices im Tissue Engineering 
Auch eine Kollagenmatrix kommt in ähnlicher Weise wie Fibrin als 
Scaffoldmaterial in Betracht.149–151 Kollagen polymerisiert schnell und 
ermöglicht eine homogene Zellverteilung.152 Ein Nachteil von Kollagen ist aber 
die schwierigere autologe Gewinnung. Um eine ausreichende Menge für eine 
Herzklappen bereitzustellen muss xenogenes Kollagen verwendet werden. Des 
Weiteren wird bei der Verwendung von Kollagen als Scaffold weniger autologes 
Kollagen durch die Zellen selber produziert und die Gewebequalität ist 
schlechter als bei Fibringel.140,153 
 
 
 
5.2 Material und Methoden 
 
 
 
 
 
5.2.1 Optimierung des Entformens der Herzklappen aus der 
Gussform 
 
Bei der, wie in Kapitel 4.2 beschriebene Herstellung einer tissue engineerten 
Herzklappe kommt es insbesondere beim Herauslösen der Herzklappe aus der 
Gussform zur Zerstörung der Herzklappe, da Teile des Fibringels an der 
Gussform haften. Um diesen Schritt der Entformung zu erleichtern, wurde nach 
einer Art Schmierstoff gesucht, mit welchem die Gussformteile zunächst benetzt 
werden. Zur Anwendung kam hier konventionelles Sonnenblumenöl.  
Ausführliche Angaben zu Herstellern, Typenbezeichnungen und 
Bestellnummern der verwendeten Geräte, Chemikalien, Rezepturen und 
Verbrauchsmaterialien finden sich im Anhang ab Seite 167. 
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Um auszuschließen, dass das Sonnenblumenöl weder die Proliferation 
behindert noch zu Nekrose der Zellen führt, wurden entsprechende Tests 
durchgeführt. 
Mykoplasmentest 
Nach DIN EN ISO 10993-5:2009-10 (D) (Biologische Beurteilung von 
Medizinprodukten - Teil 5: Prüfungen auf In-vitro- Zytotoxizität) muss vor einer 
Zytotoxizitätstestung eine Infektion der Zellen mit Mykoplasmen 
ausgeschlossen werden. Um diese Kontamination auszuschließen wurde der 
Test MycoAlert® Mycoplasma Detection Kit (Lonza Rockland, Inc.) 
durchgeführt. 
Das Testprinzip beruht auf dem Nachweis mykoplasmaler Enzyme, die nach 
Lyse der Bakterien die Konversion von ADP zu ATP im Testsubstrat 
katalysieren. Das freigesetzte ATP katalysiert eine weitere Reaktion, welche mit 
einer Lichtemission verbunden ist. 
Zunächst werden der zu überprüfenden Zellkulturflasche zwei Milliliter 
Zellkulturmedium entnommen und dieses bei 500g für fünf Minuten zentrifugiert. 
Jeweils 100µl des Überstandes, sowie 100µl MycoAlert® Assay Control als 
Positivkontrolle und 100µl MycoAlert Assay Buffer als Negativkontrolle werden 
in separate Kammern einer weißen 96-Well-Platte (Thermo Fisher Scientific Inc, 
U96 MicroWell™ Plates) gefüllt. Zu allen Proben werden nun 100µl MycoAlert 
Reagent zugegeben und für fünf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 
Anschließend wird für die erste Messung die Lumineszenz bei einer 
Untersuchungszeit von einer Sekunde bestimmt.  
Nach der ersten Messung werden 100µl MycoAlert Substrate zugegeben und 
für zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nun wird nochmals die 
Lumineszenz gemessen. Zur Auswertung des Testes wird das Verhältnis der 
zweiten zur ersten Messung bestimmt. Bei einem Wert >1,3 gilt eine 
Mykoplasmeninfektion als nachgewiesen und bei Werten <1 kann eine Infektion 
ausgeschlossen werden. Werte zwischen 1 und 1,3 machen ein weitere 
Messung nach 24-stündiger Quarantäne notwendig. 
Zytotoxizitätstest 
Um eine zytotoxische Wirkung des Sonnenblumenöls auf die verwendeten 
Zellen zu erkennen, wurden mit einem kommerziellen Test diese Effekte 
ausgeschlossen (CytoTox 96 Non-Radioactive Cytotoxicity assay; Promega, 
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Mannheim, Germany).  
Dieser Test misst quantitativ das Vorhandensein von Laktat –  Dehydrogenase 
(LDH). LDH ist ein zytosolisches Enzym, dass bei Zelllyse in das umgebende 
Zellkulturmedium übergeht. LDH in dem Zellkulturüberstand bewirkt in dem 
Testansatz die Umsetzung eines Tetrazoliumsalz in rotes Formazan. Die 
Menge des gebildeten Farbstoffes kann mittels Absorption gemessen werden 
und ist proportional zur Anzahl der lysierten Zellen.154 
Zur Durchführung dieses Testes wurden sterile POM Testkörper in 
autoklaviertes Sonnenblumenöl getaucht und anschließend in eine 24 – Well – 
Platte (BD Falcon™, 353047) gelegt. Die Testkörper wurden dann mit 10.000 
Myofibroblasten aus der Schafscarotide oder -nabelschnur besiedelt. Zusätzlich 
wurden als Negativkontrolle weitere sechs Wells ohne Testkörper mit der 
gleichen Zellanzahl besiedelt. 
Auf einer weiteren 24-Wellplatte wurden weitere sechs Kammern mit je 10.000 
Zellen besiedelt. Abschließend wurden alle besiedelten Kammern mit 0,5ml 
Zellkulturmedium (DMEM ohne Phenolrot [Invitrogen GmbH, 11880-028] und 
5% FCS) überschichtet und für 20 Stunden bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. 
 
 
Abbildung 5.3: Versuchsaufbau zur Untersuchung der Zytotoxizität 
von Sonnenblumenöl. In der obersten Zeile einer 24-Well-Platte 
wurden in Sonnenblumenöl getauchte POM-Testkörper mit Zellen 
besiedelt. In den weiteren Zeilen wurden nur Zellen kultiviert. 
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Nach der Inkubation wird die nur mit Zellen besiedelte Platte zweimal für 45 
Minuten bei minus 20°C eingefroren und wiederaufgetaut um eine maximale 
Zelllyse als Positivkontrolle zu erreichen.  
Dann wurde aus allen Kammern der 24 – Well – Platten (sechs Kammern mit in 
Öl getauchten Testkörper, sechs Kammern nur mit Zellen besiedelt, sechs 
Kammern mit durch Einfrieren lysierte Zellen) eine Probe von 150µl des 
Zellkulturmediums abgenommen und in ein Reaktionsgefäß (SARSTEDT AG & 
Co, 72.690.001) gegeben. Um die Hintergrundabsorption des 
Zellkulturmediums berücksichtigen zu können wurden zusätzlich sechs Proben 
mit 150µl Zellkulturmedium (DMEM ohne Phenolrot und 5% FCS) ebenfalls in 
Reaktionsgefäße gegeben. Alle Gefäße wurden dann bei 4°C für fünf Minuten 
mit 1500g zentrifugiert (Eppendorf AG, Centrifuge 5810 R). 
Von den Überständen wurden jeweils 50µl in eine 96-Well-Platte (Greiner Bio-
One GmbH, 655180) gegeben. Zu diesen 50µl der Zellkulturprobe wurden 50µl 
des im Test enthaltenen Substratmixes zugefügt und für 30 Minuten 
lichtgeschützt bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubationszeit wird die 
Reaktion mit 50µl Stopplösung beendet. Nun wird die Absorption in den 
Kammern der 96-Well-Platte bei einer Wellenlänge von 490nm in einem Plate – 
Reader  (Tecan Trading AG, Sunrise Remote F039300) gemessen. 
Proliferationstest 
Die Untersuchungen, ob Sonnenblumenöl Effekte auf die Proliferation von 
Myofibroblasten aus Schafscarotiden oder -nabelschnüren hat, wurde mit Hilfe 
des Cell Proliferation Kit II (XTT) (Roche Diagnostics, Mannheim) durchgeführt. 
Metabolisch aktive Zellen spalten das gelbe Tetrazoliumsalz XTT (2,3-Bis(2-
methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-((phenylamino)carbonyl)-2H-tetrazolium-
hydroxid) in einen orangenen Formazanfarbstoff.155  
Zur Durchführung des Proliferationstestes wurden POM Testkörper in 
autoklaviertes Sonnenblumenöl getaucht und in eine 24 bzw. 96-Well-Platte 
gelegt. Diese Kammern und sechs weitere Kammern wurden mit jeweils 5.000 
bzw. 30.000 Myofibroblasten besiedelt und für 48 Stunden bei 37°C und 5% 
CO2 inkubiert. Alle besiedelten Kammern und sechs weitere leere Kammern 
wurden nun mit Zellkulturmedium (DMEM mit 10% FCS) befüllt. 
Als nächstes wurden zu jeder Kammer 50µl des XTT Reaktionsgemisches 
zugefügt und für vier Stunden bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Abschließend 
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wurde die Absorption von 100µl Medium aus jeder Kammer bei einer 
Wellenlänge von 470nm gemessen. Eine weitere Messung fand nach 72 
Stunden statt. 
 
 
 
5.2.2 Optimierung des Silikonrings mit eingenähtem Mesh 
 
Wie in Kapitel 4.2  beschrieben ist es notwendig die Herzklappen in einen 
Silikonzylinder einzugießen. Damit das Fibringel aber in diesem Zylinder 
positioniert bleibt ist es notwendig ein grobmaschiges Kunststoffgewebe in den 
Silikonzylinder einzunähen an dem das Fibringel hängen bleibt. Eine weitere 
Notwendigkeit für die Verwendung des Silikonzylinders ergibt sich aus der 
späteren Konditionierung im Bioreaktor. Hier muss die Herzklappe in 
physiologischer Form eingebaut werden. Würde man auf den Silikonzylinder 
verzichten würde sich die tissue engineerte Herzklappe zusammenfalten und 
eine adäquate Kultivierung wäre nicht möglich. 
Um aber in Tierversuchen das Mitwachsen der Herzklappen untersuchen zu 
können, darf ein Gewebe innerhalb des Gefäßstammes dem Wachstum nicht 
hinderlich sein. Daher muss das Gewebe so eingenäht werden, dass es einem 
Wachstumsprozess nicht im Wege steht oder es muss ein degradierbares 
Gewebe mit den bekannten Nachteilen (siehe Kapitel 5.1.1.1) verwendet 
werden. 
In einem ersten Versuch hierzu wurde lediglich oben und unten in den 
Silikonzylinder ein vier Millimeter breiter Ring aus Gewebe eingenäht. 
Anschließend wurden die Silikonzylinder wie in Kapitel 4.2.3 verwendet und 
eine Herzklappe in sie hinein gegossen. Abschließend wurden die Herzklappen 
für 14 bis 21 Tage in einen dynamischen Bioreaktor wie in Kapitel 7.2.2 
beschrieben konditioniert. 
In einer folgenden Versuchsreihe wurden an Stelle der beiden Ringe vier bis 
sechs 5mm breite Längsstreifen in den Silikonzylinder eingenäht. In 
abschließenden Versuchen wurden zusätzlich zu den Ringen die vier bis sechs 
5mm breiten Längsstreifen verwendet (siehe Abbildung 5.4). 
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Abbildung 5.4:  Der Silikonzylinder mit eingenähtem Kunststoffgewebe (Mesh). 
 links: Silikonzylinder mit eingenähtem Gewebe in Form von zwei Ringen am oberen und 
unteren Ende und 4-6 Längsstreifen.  
 rechts: Schema des Silikonzylinders mit eingenähtem Gewebe. In der weiteren Arbeit 
beziehen sich die Größenangabe der Herzklappen jeweils auf den Innendurchmesser 
des Gefäßabschnittes. 
 
 
 
5.2.3 Herstellung von Herzklappen in verschiedenen Größen 
 
Um zunächst Erfahrungen mit dem Gießen tissue engineerter Herzklappen zu 
gewinnen wurden Herzklappen mit einem Innendurchmesser von 20mm 
hergestellt. 
Um zu zeigen, dass es grundsätzlich möglich ist tissue engineerte Herzklappen 
auch in pädiatrischen Größen herstellen zu können, wurden dann Gussformen 
mit einem Durchmesser von 10mm, 13mm, 14mm, 15mm und 16mm hergestellt 
(siehe Abbildung 5.5). Die Dicke der Klappen sind durch die Gussform 
vorgegeben und betragen bei der 10mm Gussform 0,7mm und bei allen 
anderen Gussformen 1mm. Die Dicke der Gefäßwand beträgt bei allen 
Herzklappengrößen 2mm. 
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Abbildung 5.5: Herzklappengussformen mit verschiedenen Innendurchmessern. 
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Entsprechend der unterschiedlichen Volumina der Herzklappen wurden die 
benötigten Komponenten angepasst: 
Innendurch-
messer der 
Gussform 
Gesamt- 
volumen 
Fibrinogen 
gelöst in TBS 
(Konzentration 
20mg/ml) 
Zellen 
resuspendiert 
in TBS 
40 IU/ml 
Thrombin 
in TBS 
CaCl 
(50mM) 
gelöst in 
TBS 
10mm 2,9ml 1,5ml 0,6ml 0,45ml 0,45ml 
13mm 3,5ml 1,75ml 0,7ml 0,525ml 0,525ml 
14mm 3,6ml 1,8ml 0,72ml 0,54ml 0,54ml 
15mm 3,7ml 1,85ml 0,74ml 0,56ml 0,56ml 
16mm 4,3ml 2,15ml 0,86ml 0,645ml 0,645ml 
 
Anschließend wurden Herzklappen dieser Größen nach dem in Kapitel 4.2.3 
beschriebenem Prinzip hergestellt. Die 10mm große Gussform wurde aus 
PMMA hergestellt und die anderen Gussformen vollständig aus POM, um die 
Materialauswahl zu evaluieren. Anschließend wurde ein Teil der Herzklappen in 
den dynamischen Bioreaktor eingebaut und auf ihr Wachstumsverhalten unter 
dynamischen Bedingungen untersucht. 
 
 
 
5.3 Ergebnisse 
 
5.3.1 Vorversuche mit einer 20mm großen Herzklappengussform 
 
Bei durchgeführten Vorversuchen mit einer Gussform mit einem 
Innendurchmesser von 20mm zeigten sich Probleme im Handling des 
Herzklappengusses.103 Die gegossenen Herzklappen ließen sich nur sehr 
schwer aus der Gussform herauslösen, so dass in dieser Versuchsreihe 
mehrere Herzklappen schon beim Ausbau aus der Gussform gerissen waren 
(siehe Abbildung 5.6). 
Durch die Verwendung autoklavierten Sonnenblumenöls, in welches der aortale 
und der ventrikuläre Teil der Gussform getaucht wurde, konnte bei den 
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folgenden Versuchen ein Herauslösen der Herzklappe nach dem 
Polymerisieren ohne Beschädigung erreicht werden. 
 
 
Abbildung 5.6:  Durch das Herauslösen aus der 
Gussform zerrissene Herzklappe. 
 
Bei einem weiteren Versuch mit der 20mm Gussform ließ sich diese nun 
vollständig aus der Gussform lösen und konnte so in den dynamischen 
Bioreaktor eingebaut werden. Hierbei zeigte sich aber, dass die tissue 
engineerten Herzklappen zunächst nur geringen mechanischen Belastungen 
standhalten. Diese geringe Stabilität führte bei hoher Anfangsbelastung im 
dynamischen Bioreaktor zum Abreißen der Taschenklappen (siehe Abbildungen 
5.7 und 5.8). 
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Abbildung 5.7: Ultraschallbild einer tissue engineerten Herzklappe mit einem 
Innendurchmesser von 20mm. 
A: Aufnahme zu Versuchsbeginn, die Pfeile markieren Anschnitte von  zwei Taschen. 
B: Ultraschallaufnahme am Versuchsende. Eine Tasche (Raute) ist nicht mehr 
vollständig an der Gefäßwand befestigt. 
 
 
 
Abbildung 5.8: Dieselbe Herzklappe nach Entnahme aus dem Bioreaktor längs 
aufgeschnitten. Hierbei zeigten sich zwei vollständige Taschen (linker und rechter Pfeil), 
die aber geschrumpft waren. Die Raute zeigt die ausgerissene, zerstörte Tasche. 
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5.3.2 Zytotoxizitätsuntersuchungen 
 
Als Vorbedingung zur erfolgreichen Durchführung der Zytotoxizitäts- und 
Proliferationsuntersuchungen konnte eine Mykoplasmeninfektion der Zellen 
ausgeschlossen werden (siehe Kapitel 5.2.1) 
Die Untersuchungen zur Zytotoxizität des Sonnenblumenöls und dessen 
Einfluss auf die Proliferation von Myofibroblasten ergaben keinen Anhalt für 
einen signifikanten Einfluss auf die verwendeten Zellen. Ergebnisse der 
Absorptionsmessung werden als Mittelwerte ± Standardabweichung aufgezeigt. 
Die statistische Signifikanz wurde mit Hilfe des Student’s t-Test bestimmt. 
Unterschiede werden bei p<0,05 als statistisch signifikant angesehen. 
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Abbildung 5.9: Absorptionsergebnisse der 
Zytotoxizitätsbestimmung von Sonnenblumenöl auf 
Myofibroblasten. 
 
Die Ergebnisse des Zytotoxizitätstestes zwischen der Negativkontrolle und der 
Testprobe unterscheiden sich mit einem p-Wert von 0,1097 nicht statistisch 
signifikant. Die Ergebnisse der Testprobe und der Positivkontrolle (durch 
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einfrieren lysierte Zellen) unterscheiden sich mit einem p – Wert von 0,0001 
statistisch signifikant. 
Die Ergebnisse der Proliferationsmessung unter dem Einfluss von 
Sonnenblumenöl ergaben bei einem p-Wert von 0,4108 keinen signifikanten 
Einfluss des Öls auf die Zellen im Vergleich zu einer unbehandelten Zellkultur.  
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Abbildung 5.10: Absorptionsergebnisse im XTT-Test der 
Proliferation von Myofibroblasten unter dem Einfluss von  
Sonnenblumenöl. 
 
 
 
5.3.3 Herstellung tissue engineerter Herzklappen mit verschiedenen 
Innendurchmessern 
 
Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe zeigten, dass es möglich ist Herzklappen 
in pädiatrischer Größe mit Hilfe des Tissue Engineerings herzustellen. Die 
kleinste Herzklappe, die erfolgreich hergestellt und weiter konditioniert werden 
konnte hatte einen Innendurchmesser von 10mm (siehe Abbildung 5.11). 
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Abbildung 5.11: Tissue-engineerte Herzklappen mit einem Durchmesser von 10mm, 
13mm, 14mm und 16mm. 
 
 
 
5.3.4 Verwendung des Kunststoffgewebes innerhalb des 
Silikonzylinders 
 
Bei Versuchen mit tissue engineerten Herzklappen, bei denen das 
Kunststoffgewebe nur ringförmig am oberen und unteren Ende eingenäht 
wurde, zeigte sich während der dynamischen Konditionierung ein 
„sanduhrförmiges“ Zusammenschrumpfen der Herzklappe nach wenigen Tagen 
(siehe Abbildung 5.12) 
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Abbildung 5.12: Tissue engineerte Herzklappe mit einem Innendurchmesser von 
10mm, bei der das Kunststoffgewebe nur in Form von zwei Ringen am oberen und 
unterem Rand eingenäht wurde. 
(A) oben: Herzklappe unmittelbar nach dem Gussprozess,  
unten: Ultraschallbild am ersten Versuchstag mit intakten Taschenklappen (Pfeil) und 
starkem Ultraschallsignal am oberen und unteren Ende durch das eingenähte Gewebe 
(Rauten).  
(B) oben: Dieselbe Herzklappe am Versuchsende. 
unten: Ultraschallbild unmittelbar vor Versuchsabbruch. Die gestrichelte Linie zeigt 
den Verlauf des Silikonzylinders und die Pfeile zeigen die Position der Gefäßwand. 
 
Wenn an Stelle der Geweberinge am oberen und unteren Ende des 
Silikonzylinders vier Gewebelängsstreifen eingenäht werden lässt sich das 
„sanduhrförmige“ Zusammenschrumpfen der Gefäßwand verhindern (siehe 
Abbildung 5.13). Hierbei zeigte sich jedoch, dass sich nach wenigen Tagen im 
dynamischen Bioreaktor sich das Gewebe partiell vom Silikonzylinder ablöst 
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und hinterspült wird („Aneurysma dissecans“), da am oberen und unteren Ende 
kein geschlossener Ring mehr vorliegt (siehe Abbildung 5.14). 
 
 
 
Abbildung 5.13: Sonographische Bestimmung des 
Innendurchmessers einer tissue engineerten Herzklappe, bei der das 
Kunststoffgewebe in Form von Längsstreifen eingenäht wurde.  
 
 
Abbildung 5.14: Tissue engineerte Herzklappe mit einem Innendurchmesser von 
10mm bei der fünf Gewebelängsstreifen in den Silikonzylinder eingenäht wurden. 
links: Vor Kultivierung im dynamischen Bioreaktor (Pfeile markieren 
Gewebelängsstreifen). 
rechts: Nach der Konditionierung zeigte sich eine Hinterspülung des Gewebes 
(gestrichelter Pfeil) zwischen zwei Kunststoffgewebelängsstreifen. (X markiert eine 
nachträglich beschädigte Taschenklappe) 
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Da das Handling mit einer PMMA Gussform trotz der Verwendung von 
Sonnenblumenöl als Schmiermittel schwieriger als mit Gussformen aus POM 
war, wurden für die weiteren Versuche ausschließlich Gussformen aus POM 
hergestellt. 
 
 
 
5.4 Diskussion 
 
Ein wesentlicher Bestandteil tissue engineerter Gewebe ist das 
Scaffoldmaterial. An dieses Material sind hohe Anforderungen gestellt, um den 
Anforderungen für in vivo Versuche und einer klinische Anwendung gerecht zu 
werden. 
Freed et al. haben als Anforderungen an das ideale Scaffold folgende Kriterien 
gestellt:112 
1. Die Oberfläche gewährleistet Zelladhäsion und -wachstum. 
2. Weder das Scaffold, noch seine Abbauprodukte rufen 
Entzündungsreaktionen hervor oder sind toxisch. 
3. Das Material lässt sich reproduzierbar für die Herstellung 
dreidimensionalen Strukturen verwenden. 
4. Das Material sollte eine Porosität von mindestens 90% bereitstellen um 
eine gute Gewebeentwicklung und eine adäquate Diffusion von 
Nähstoffen zu gewährleisten. 
5. Sobald das Scaffold seinen Zweck erfüllt hat, sollte es resorbiert sein, da 
ein  Fremdkörper immer das Risiko einer Entzündungsreaktion besitzt. 
6. Die Degradationsrate des Scaffolds sollte steuerbar und damit an die 
individuellen Bedingungen anpassbar sein. 
Wie in Kapitel 5.1 beschrieben kann keines der verwendeten 
Scaffoldmaterialien zur Herstellung tissue engineerter Herzklappen alle o.a. 
Bedingungen in vollem Umfang erfüllen. Die Verwendung von Fibringel als 
Scaffoldmaterial ist auch mit individuellen Nachteilen verbunden, aber es 
kommt den Anforderungen eines idealen Scaffolds relativ nahe. 
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Zu den Punkten 1 und 4 bietet Fibringel den Vorteil, dass alle verwendeten 
Zellen vollständig in die Herzklappe mit eingegossen werden und man somit 
keinen Verlust hat. Außerdem stellt das Fibringel in der verwendeten 
Schichtdicke kein Diffusionshindernis für Nährstoffe und Gase dar. Mit dem 
Aufbau eines Gewebes innerhalb des tissue engineerten Konstruktes bauen die 
Zellen das Fibringel ab und verstoffwechseln es. Damit dient das Fibringel 
gleichzeitig als Nährstoffquelle des sich entwickelnden Gewebes.  
Synthetische Scaffolds oder dezellularisierte Herzklappen müssen nachträglich 
mit autologen Zellen besiedelt werden, wobei die Effizienz der adhärent 
bleibenden Zellen zum Teil sehr gering ist.123 Außerdem werden die Zellen 
primär nur auf die Oberfläche des Scaffold aufgebracht und müssen so 
selbstständig in die Tiefe des Scaffolds einwachsen. Wenn nun aber die 
Porosität und Diffusionskapazität des Scaffolds zu gering ist, ist die 
Nährstoffversorgung im inneren des Scaffolds nicht optimal und die Zellen 
sterben ab. 
Die in Punkt 2 geforderte Inertheit des Scaffoldmaterials kann von autologem 
Fibringel gewährleistet werden. Wie der Begriff autolog schon beschreibt, kann 
Fibringel aus dem Blut des Gewebeempfängers gewonnen werden. Somit wird 
weder das Fibringel noch seine Abbauprodukte eine Entzündungsreaktion 
hervorrufen.95,139 Die Degradation synthetischer Scaffoldmaterialien ruft zum 
Teil eine starke Entzündungsreaktion auf Grund von sauren Abbauprodukten 
hervor.95,127 Auch dezellularisierte, allogene oder xenogene Herzklappen 
können eine Entzündungsreaktion hervorrufen. Die Entzündungsreaktion findet 
vor allem auf Grund von Immunprozessen gegen Antigene auf der 
Zelloberfläche und auf Grund von Zelldebris statt. Eine Grundlage der 
Verwendung von natürlichen Herzklappen als Scaffold ist zwar die 
Dezellularisierung des Gewebes, aber auch diese kann nicht vollständig 
gewährleistet werden. Außerdem ist es möglich, dass Reste der zur 
Dezellularisierung verwendeten Chemikalien im Gewebe zurückbleiben und so 
die autologen neuen Zellen schädigen.97,133 
Die, wie in Punkt 3 geforderte Reproduzierbarkeit des Scaffoldmaterials kann 
von allen bisher verwendeten Scaffoldmaterialien in großem Umfang 
gewährleistet werden. Sowohl tissue engineerte Herzklappen auf einer 
Fibringelbasis als auch dezellularisierte Klappen oder synthetische Scaffolds 
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lassen sich mit einem einmal etablierten Protokoll bei in biologischen 
Maßstäben nahezu gleichbleibender Qualität reproduzieren. Dezellularisierte 
Scaffolds haben außerdem den Vorteil, dass sie auch schon die optimale, 
natürliche Form besitzen.  
Der in den Punkten 5 und 6  beschriebene Anspruch auf eine Steuerbarkeit des 
Abbaus des Scaffolds kann Fibringel in weitem Umfang gewährleisten. So ist es 
möglich, den Abbau von Fibringel in vitro medikamentös mit Tranexamsäure zu 
inhibieren und über die Dosis auch den Degradationsprozess des Scaffolds der 
Gewebeentwicklung anzupassen. Diese Steuerung setzt aber die bei Fibringel 
als verwendetem Scaffold ohnehin notwendige in vitro Konditionierung voraus. 
So ist im Idealfall nach der Konditionierung der Herzklappe im Bioreaktor das 
Gewebe soweit entwickelt, dass das Fibringel als Stützstruktur nicht mehr 
notwendig ist. Die Steuerung des Gewebeabbaus synthetischer Scaffolds hängt 
allein von den Materialeigenschaften ab. Die Zeit bis zum vollständigen Abbau 
des Kunststoffes lässt sich somit zwar relativ exakt vorhersagen, sie lässt sich 
aber nicht individuell an die Gewebeentwicklung anpassen. Außerdem 
unterscheiden sich bei synthetischen Scaffoldmaterialien die Zeiten zwischen 
Funktionsverlust und vollständiger Degradation zum Teil sehr stark. Einige 
Stoffe haben bereits nach wenigen Wochen ihre mechanischen Eigenschaften 
verloren, sind aber nur zu einem kleinen Teil abgebaut. Auch der Abbauprozess 
dezellularisierter Herzklappen ist nur schwer zu steuern. Dieses natürliche 
Kollagengewebe muss zwar nicht vollständig abgebaut werden, da es ja in 
Struktur und Eigenschaften den geforderten Maßstäben am nächsten kommt. 
Implantiert man aber so eine dezellularisierte Herzklappe in einen noch stark 
wachsenden Organismus müssen die körpereigenen Enzyme die Möglichkeit 
haben das Scaffold ab- und umzubauen, um ein Wachstum zu ermöglichen. 
Dies ist bei einer zu langsamen Abbaurate des nicht autologen und durch den 
Dezellularisierungsprozess veränderten Kollagens schwer zu gewährleisten.136 
Auf Grund der initial geringen Stabilität des Fibringels ist vor einer Implantation 
in ein Versuchstier immer eine dynamische Konditionierung in vitro erforderlich. 
Bei den anderen beschriebenen Scaffoldmaterialien ist es denkbar diese 
unmittelbar zu implantieren, was bei dezellularisierten Scaffolds auch schon 
durchgeführt wird.134 Eine in vitro Konditionierung bringt immer die Gefahr einer 
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mikrobiellen Kontamination mit sich. Dieses Risiko ist auf Grund von 
standardisiertem Vorgehen bei der Versuchsdurchführung zwar insgesamt 
gering, liegt nach eigenen Erfahrungen aber immer noch bei ungefähr 5%. Dies 
ließe sich nur mit einer direkten Implantation in das Versuchstier umgehen, was 
aber eine Erhöhung der Stabilität des Fibringels voraussetzt. Die intrinsische 
Stabilität des Fibringels lässt sich aber kaum noch steigern, wie 
Untersuchungen von Cornelissen et al. und Nguyen et al. zeigten.104,156 Für den 
Herstellungsprozess der tissue engineerten Herzklappen auf Fibringelbasis ist 
es aber in jesdem Fall notwendig ein Kunststoffgewebe in den Gefäßstumpf um 
die Herzklappe, aber nicht in die Taschen selbst, mit einzunähen.104 Mit dieser 
Arbeit konnte aber gezeigt werden, dass dieses Gewebe so eingebracht 
werden kann, dass es einem Wachstumsprozess nicht im Wege steht, auch 
wenn man aus den in Kapitel 5.1.1.1 angeführten Nachteilen kein 
degradierbares Gewebe benutzt. Dieses Gewebe hat außerdem den Vorteil, 
dass man es als Nahtring für eine Implantation benutzen kann. 
Eine weitere Möglichkeit tissue engineerte Herzklappen herzustellen wäre die 
Kombination eines degradierbaren Gewebes mit einer Fibringelmatrix. Dies 
aber nur unter der Vorraussetzung, dass die Materialeigenschaften des 
Kunststoffes verbessert werden. Hierzu müsste ein vollständig inertes 
Kunststoffgewebe  entwickelt werden, dessen Abbau in vitro  gesteuert werden 
kann. So könnte man um eine vollständige Herzklappenmatrix aus 
degradierbaren Gewebe ein Fibringel mit Zellen gießen. Man würde somit die 
initiale Stabilität des Konstruktes erhöhen und hätte die Vorteile des Fibringels 
miteingebunden.  
 
Optimierung des Herzklappengusses 
Ein Nachteil der Herzklappen auf Fibringelbasis ist die initiale geringe 
mechanische Stabilität. Dieser Schwachpunkt führte in Zusammenhang mit 
dem Anhaften des Fibringels an der Gussform häufig dazu, dass die tissue 
engineerten Herzklappen nur beschädigt aus der Gussform herausgelöst 
werden konnten. 
In Anlehnung an die Herstellung von Dialysefasern wurde hier mit der 
Verwendung von Sonnenblumenöl eine einfache und billige Möglichkeit 
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gefunden die Erfolgsquote unbeschädigter Herzklappen von ungefähr 50% auf 
fast 100% zu erhöhen. Gerade vor dem Hintergrund einer Anwendung in 
Tierversuchen ist es notwendig, auf Grund der geringen verfügbaren Zellzahl 
und Fibrinogenmenge bei jedem Versuch eine vollständige Herzklappe zu 
erhalten. Wie in Kapitel 5.3.2 beschrieben hat autoklaviertes Sonnenblumenöl 
keinen negativen Einfluss auf die Zellen und kann so problemlos verwendet 
werden. 
Aber auch die Verwendung von konventionellem Öl bringt einige Nachteile mit 
sich. Es ist immer problematisch einen weiteren Arbeitsschritt in den an sich 
schon relativ komplizierten Herstellungsprozess der Herzklappen einzufügen. 
Auch so ein kleiner Schritt verlängert die benötigte Herstellungszeit und erhöht, 
wenn auch minimal das Kontaminationsrisiko. Des Weiteren ist es notwendig 
das Öl so sparsam zu dosieren, dass keine Ölblasen innerhalb des Gewebes 
zurückbleiben und so zu Lücken in der Herzklappe führen. Andererseits ist es 
von immenser Bedeutung, dass alle Oberflächen der Gussform, die mit dem 
Fibringel in Kontakt kommen mit einem dünnen Ölfilm umgeben sind. 
Eine elegantere Alternative zur Verwendung von Öl wäre die Herstellung der 
Gussformen aus nicht haftenden Materialien. Denkbar wäre hierbei die 
Verwendung von Polytetrafluorethylen (Teflon™). Die Problematik von Teflon 
ist aber, dass das Material für den Produktionsprozess der filigranen 
Gussformen zu weich ist, um den Bedürfnissen einer exakten 
Herzklappengussform in pädiatrischer Größe gerecht zu werden. Als weitere 
Materialalternativen wurden auch Herzklappengussformen aus PMMA und 
PEEK hergestellt, die aber beide keinen Vorteil gegenüber POM darstellten. 
Zusammenfassend überwiegen die Vorteile bei der Verwendung des 
Sonnenblumenöls in beschriebener Weise, um eine größere Reproduzierbarkeit 
der Herzklappen zu erreichen. 
 
Pädiatrische Herzklappen in unterschiedlichen Größen 
Es konnte gezeigt werden, dass es möglich ist Herzklappen mit verschiedenen 
Innendurchmessern herzustellen. Hierzu wurden Gussformen bis zu einer 
minimalen Größe von 10mm hergestellt und anschließend damit Herzklappen 
gegossen. 
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Durch die Verwendung des Sonnenblumenöls als Schmiermittel war es möglich 
auch die kleinsten Herzklappen mit einer Wandstärke von ungefähr 0,7mm aus 
der Gussform zu lösen, ohne dass Teile des Fibringels an der Gussform 
hängen bleiben. Zahlreiche frustrane Versuche zeigten, dass es unmöglich sein 
wird, eine pädiatrische Herzklappe ohne dieses Hilfsmittel aus der Gussform zu 
lösen. 
Dank vorhandener Grundmodelle für die Herzklappengussformen ist es möglich 
individuelle Herzklappen herzustellen. Wenige Tage vor dem geplanten 
Herzklappenguss kann so die Herzklappengröße sonographisch bestimmt 
werden und die Größe für den geplanten Implantationstermin hochgerechnet 
werden. Anschließend kann innerhalb weniger Tage eine individuelle 
pädiatrische Gussform hergestellt werden und eine Herzklappe gegossen 
werden.  
Die kleinste getestete Herzklappe hatte einen Innendurchmesser von 10mm. 
Dieser Wert scheint, auch in Bezug auf eine klinische Anwendung bei 
Neugeborenen, eine realistische Grenze für die Machbarkeit von Herzklappen 
nach dem beschriebenen Prinzip zu sein, da kleinere Größen kaum noch zu 
Handhaben wären. Andererseits werden kleinere Größen auch nicht notwendig 
sein, da vor einer geplanten Implantation immer noch eine Konditionierungszeit 
von vier bis sechs Wochen steht und innerhalb dieser Zeit der benötigte 
Herzklappendurchmesser auf weit größere Werte als 10mm angewachsen sein 
wird. Dieses Wachstum der Herzklappe lässte sich mit Hilfe von Normkurven 
bestimmen. 
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6 Zellquellen zur Herstellung tissue engineerter 
Herzklappen und deren Endothelialisierung 
 
 
6.1 Einführung 
 
Ein Großteil der für diese Arbeit hergestellten Herzklappen wurde  mit Hilfe von 
Zellen aus ovinen Carotiden hergestellt. Um für die zukünftige 
Wachstumsstudie im Tiermodell aber zu zeigen, dass es möglich ist 
Herzklappen aus ovinen Nabelschnurzellen herzustellen wurde ein Vergleich 
beider Zellquellen durchgeführt. Zunächst folgt hier aber eine allgemeine 
Beschreibung der möglichen Zellquellen für das valvuläre Tissue Engineering. 
Zellarten zur Herstellung tissue engineerter Herzklappen 
Ein weiterer Punkt, in dem sich die Herangehensweise an tissue engineerte 
Herzklappen unterscheidet ist die verwendete Zellart. Da alle tissue engineerten 
Herzklappen zunächst im Tiermodell getestet werden muss man sich für eine 
Tierart entscheiden. Im Tissue Engineering von Herzklappen werden 
normalerweise Schafe bzw. Lämmer verwendet. Vorteile dieser Tierart sind, 
dass Implantate schnell zu kalzifizieren neigen, die Wachstumsdynamik des 
Kreislaufsystems ähnlich der menschlichen ist und Schafe zahm und leicht in 
der Handhabung sind.117,134 
Des Weiteren sollten in vivo nach Möglichkeit autologe Zellen verwendet 
werden, da diese keine Antigene darstellen und so eine Entzündungsreaktion 
verhindert wird.157 Da es für die klinische Anwendung von tissue engineerten 
Herzklappen unmöglich bzw. zu riskant ist autologe, valvuläre Zellen in 
ausreichender Anzahl zu gewinnen ist es notwendig eine andere Zellquelle zur 
Herstellung von Herzklappen zu finden. Diese Zellen sollten sich nicht zu sehr 
von den valvulären interstitiellen und den valvulären endothelialen Zellen 
unterscheiden und leicht zu gewinnen sein.  
Gemein ist nahezu allen Arbeitsgruppen die Verwendung von Endothelzellen 
zur Beschichtung der Herzklappenoberfläche, somit unterscheiden sich die 
tissue engineerten Herklappen vor allem in den Zellen, die den valvulären 
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interstitiellen Zellen entsprechen. 
Die am häufigsten verwendeten Zellen entstammen den Blutgefäßen. Hierbei 
kann man venöse oder arterielle Zellen verwenden. Shinoka et al. konnten 
zeigen, dass es keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden 
Zellquellen gibt.158 Für in vitro und in vivo  Tierversuche werden vor allem Zellen 
aus Segmenten der Arteria carotis von Schafen verwendet.101,103,123–125,159,160 
Auch diese Quelle scheidet für die klinische Anwendung für Patienten aus.  
Als Alternative könnten hier Beinvenen analog zur humanen Vena saphena 
dienen.97,161,162 Bei der Verwendung von autologen Gefäßen muss aber immer 
berücksichtigt werden, dass man einen invasiven Eingriff vornimmt, um ein 
zuvor gesundes Gefäß zu entfernen. Daher kann es bei der Entnahme von 
Arterien zu Ischämien und bei der Entnahme von  Venen zu 
Stauungserscheinungen in dem versorgten Gebiet kommen.11 
Wenn eine pädiatrische Herzklappe hergestellt werden soll und der Herzfehler 
schon vorgeburtlich bekannt ist, hätte man mit den Nabelschnurgefäßen, dem 
Nabelschnurblut oder Zellen aus der Warthon’schen Sulze eine Quelle zur 
Zellgewinnung.74,163 In der Nabelschnur befinden sich sowohl Arterie als auch 
Vene und sie kann ohne Nebenwirkungen oder Gefahren für das Neugeborene 
verwendet werden.  
Sodian et al. war es möglich aus 15ml Nabelschnurblut 1 – 2 x 105 CD133+ 
Zellen zu gewinnen. Diese Zellen differenzierten sich zu endothel- und 
myofibroblastenähnlichen Zellen (CD31+ bzw. CD90+, SMA+, Desmin+) und 
konnten in ausreichender Zahl amplifiziert werden und erfolgreich eine 
Herzklappe aus P4HB besiedelt werden.  
Endotheliale progenitor Zellen lassen sich auch aus dem peripheren Blut 
isolieren, so dass man mit ihnen Herzklappen beschichten kann.131  
Die Verwendung von Zellen aus Nabelschnurvene oder -arterie oder der 
kompletten Nabelschnur stellt eine attraktive Zellquelle dar. Kadner et al. 
konnten bei statischen Versuchen auf einer Polymerstruktur keine Unterschiede 
zwischen den gewonnen Myofibroblasten der Nabelschnur zu Myofibroblasten 
aus peripheren Venen erkennen.164,165 Sodian et al. konnten zeigen, dass es 
sich bei kryokonservierten Zellen aus Nabelschnurarterien um Myofibroblasten 
handelt und dass diese prinzipiell zur Herstellung von autologen Herzklappen 
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geeignet sind.166 Pränatal lassen sich CD133+- und CD133-- Zellen aus 
Amnionflüssigkeit gewinnen und hiermit Herzklappen besiedeln.167Zellen aus 
der Nabelschnur können auch nach einer Kryokonservierung verwendet werden 
und somit auch für Erwachsene genutzt werden.163 
Knochenmarkszellen bieten sich auch zur Verwendung an, da diese das 
Potential besitzen in verschiedene Zelllinien zu differenzieren. Hoerstrup et al. 
konnten zeigen, dass sich die Knochenmarkszellen in myofibroblastenähnliche 
Zellen differenzieren ließen und diese dann auf eine synthetische Herzklappe 
aufbringen.168 
Wenn man keine Gefäßzellen verwendet bietet sich die Nutzung von dermalen 
Fibroblasten an. Hierbei kann man durch Zugabe von TGF-β1 und Insulin eine 
bessere Gewebeentwicklung erreichen. 102,140,151 In einer Tierversuchsstudie 
verglichen Shinoka et al. die Verwendung von dermalen Fibroblasten mit 
arteriellen Myofibroblasten. Hierzu wurden von Lämmern Zellen aus 
Femoralarterien oder aus subdermalen Gewebe gewonnen. Mit den autologen 
Zellpopulationen wurden dann synthetische Herzklappen besiedelt und in 
Lämmer implantiert. Bei der abschließenden Auswertung sind die Herzklappen 
aus vaskulären Zellen ähnlich gut wie die natürlichen Klappensegel gewachsen, 
wohingegen die Klappen aus dermalen Zellen signifikant weniger gewachsen 
waren. Die Klappen aus dermalen Fibroblasten erschienen makroskopisch 
dicker und zusammengezogen. Die Elastinmenge war größer und die 
Extrazellularmatrix erschien organisierter in den Herzklappen aus arteriellen 
Zellen. Außerdem waren die Klappen aus dermalen Fibroblasten mechanisch 
schwächer bei allerdings nicht signifikant unterschiedlichem Kollagengehalt. 
Dies scheint ein wichtiger Unterschied zu sein, auch wenn man mit Hilfe von 
mechanischem Stress und humoralen Faktoren (z.B. TGF-β1) Fibroblasten zu 
Myofibroblasten differenzieren kann.169–171 
Eine weitere Möglichkeit wäre die Nutzung von embryonalen Stammzellen. 
Deren Verwendung muss, vor allem in Hinblick auf eine spätere klinische 
Anwendung, ethisch kontrovers betrachtet werden. 
Da die Herzklappen in dieser Arbeit ausschließlich aus vaskulären 
Myofibroblasten hergestellt wurden, wird auf diese Zellart und insbesondere auf 
ihre Rolle bei der Gewebeschrumpfung in Kapitel 7.1 näher eingegangen. 
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6.2 Material und Methoden 
 
 
 
 
 
6.2.1 Herzklappen aus ovinen Carotiden und ovinen 
Nabelschnurzellen 
 
Um zu zeigen, dass es grundsätzlich möglich ist Herzklappen sowohl aus 
ovinen Halsschlagadern wie aus Schafsnabelschnurzellen herzustellen wurden 
mit Myofibroblasten aus beiden Zellquellen Herzklappen hergestellt. Die 
Herzklappen wurden nach dem in Kapitel 4.2 beschrieben Prinzip hergestellt 
und dann in einen dynamischen Bioreaktor eingebaut (siehe Kapitel 7.2.2). 
 
 
 
6.2.2 Endothelialisierung tissue engineerter Herzklappen 
 
Um eine möglichst natürlich tissue engineerte Herzklappe herstellen zu können 
ist es erforderlich eine Endothelzellschicht auf die Herzklappen aufzubringen. 
Um zu überprüfen ob sich auf den tissue engineerten Herzklappen in vitro eine 
konfluente Endothelzellschicht entwickelt wurde hierzu eine Herzklappe direkt 
nach dem Gussprozess endothelialisiert. Hierzu wurde eine Herzklappe mit 
einem Innendurchmesser von 14mm in eine von Cornelissen et al. entwickelte 
Endothelialisierungskammer gegeben (siehe Abbildung 6.1).104 Diese 
vollständig aus POM gefertigte, autoklavierbare Kammer wird mit der im 
Silikonzylinder befindlichen Herzklappe und einer Endothelzellsuspension 
befüllt. Die Endothelzellen werden hierzu analog dem Passagieren der Zellen 
geerntet (siehe Kapitel 4.1). Für die 14mm – Herzklappe wurden sechs 
Millionen Endothelzellen in 15ml Endothelzellmedium resuspendiert. 
Die Endothelialisierungskammer wird dann an eine programmierbare 
Rollerpumpe angebracht. Die Vorrichtung ist hierfür so konstruiert, dass sich die 
Ausführliche Angaben zu Herstellern, Typenbezeichnungen und 
Bestellnummern der verwendeten Geräte, Chemikalien, Rezepturen und 
Verbrauchsmaterialien finden sich im Anhang ab Seite 167. 
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Kammer auf einer schiefen Ebene von 30° gegenüber der vertikalen befindet. 
Hierdurch wird eine Verteilung der Endothelzellsuspension in alle 
Raumrichtungen erreicht.  
Zur vollständigen Endothelialisierung verblieb die Herzklappe für drei Stunden 
innerhalb der Kammer, wobei sich diese alle vier Minuten um 120° drehte. 
Anschließend wurde die Herzklappe in den dynamischen Bioreaktor eingebaut 
und für 18 Tage konditioniert.  
 
 
Abbildung 6.1: Aufbau der Endothelialisierungskammer. 
links: geöffnete Kammer; rechts: Die Kammer montiert an eine Rollerpumpe, während 
der Endothelialisierung.
104
 
 
Nachweis der Endothelzellschicht nach der Konditionierung 
Um nach der Endothelialisierung und der Konditionierung der Herzklappe eine 
Endothelzellschicht nachzuweisen wurde das EnVision+ System-HRP DAB 
Testsystem (Dako Deutschland GmbH, K4007) verwendet. Dieser Test 
verwendet peroxidase – markierte Sekundärantikörper die spezifisch an einen 
Primärantikörper binden. Durch den Umsatz eines Chromogens durch die 
Peroxidase können Proteine nachgewiesen werden. Für den Nachweis von 
Endothelzellen wurden als Primärantikörper Antikörper gegen den von – 
Willebrand – Faktor (vWf) (Dako Denmark A/S, A0082) und gegen die 
endotheliale NO – Synthase  (DIANOVA GmbH, DLN-15403) verwendet. 
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Die Herzklappen wurden zunächst wie in Kapitel 4.3 beschrieben entwässert, in 
Paraffin eingebettet, geschnitten, auf Objektträger gebracht und wieder 
entparaffiniert. Zusätzlich zu den tissue engineerten Probegeweben wurden 
auch Gewebeschnitte von nativen Schafsherzklappen als Positivkontrollen 
verwendet. 
Zur weiteren Durchführung des Endothelzellnachweises wurde nach folgendem 
Protokoll vorgegangen:172 
1. Inkubation der Gewebeschnitte für fünf Minuten mit einer Peroxidase – 
Block Flüssigkeit, um die endogene Peroxidaseaktivität zu unterbinden. 
2. Drei Waschschritte der Gewebeschnitte mit Waschpuffer. 
3. 25 – minütige Inkubation mit den Primärantikörpern. 
4. Drei Waschschritte der Gewebeschnitte mit Waschpuffer. 
5. Inkubation für 30 Minuten mit Peroxidase – markiertem Polymer 
konjugiert an Ziegen – Anti – Kaninchen Immunglobulinen 
6. Drei Waschschritte der Gewebeschnitte mit Waschpuffer. 
7. Zweimal dreiminütige Inkubation und anschließendem Abspülen mit 
destilliertem Wasser mit 3,3’-Diaminobenzidin (DAB)+ Substrat- 
Chromogen, welches zu einem braunfarbenem Präzipitat an der 
Antigenstelle führt. 
8. Gegenfärbung der Zellkerne mit Mayers Hämatoxylin für zwei Sekunden 
und zehnminütigen bläuen in Leitungswasser. 
9. Eindecken der Gewebeschnitte mit einem Eindeckmedium. 
 
 
 
6.3 Ergebnisse 
 
Nach dynamischer Konditionierung einer Herzklappe mit Nabelschnurzellen und 
einer weiteren mit Myofibroblasten aus der ovinen Carotide zeigten sich makro- 
und mikroskopisch keine Unterschiede zwischen den beiden Herzklappen 
(siehe Abbildungen 6.2 und 6.3). 
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Abbildung 6.2: Tissue engineerte Herzklappen nach dynamischer 
Konditionierung. 
Oben: aus ovinen Nabelschnurmyofibroblasten. 
Unten:  aus Myofibroblasten einer Schafscarotide. 
 
In beiden Herzklappen hat eine ausreichende Gewebeentwicklung 
stattgefunden und die Taschen der Taschenklappen sind unter dynamischen 
Konditionierungsbedingungen stark zusammengeschrumpft, was auf eine 
starke und in beiden Fällen ähnliche Gewebeentwicklung zurückschließen lässt 
(siehe Kapitel 7).  
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Abbildung 6.3:  H&E gefärbte tissue engineerte Herzklappen nach 
dynamischer Konditionierung.  
Links: Herzklappe aus ovinen Myofibroblasten der Nabelschnurarterie. 
Rechts: Herzklappe aus Myofibroblasten einer Schafscarotide. 
Maßstabsbalken in beiden Aufnahmen 200µm 
 
Bezüglich der Endothelialisierung konnte gezeigt werden, dass nach 
dynamischer Konditionierung eine nahezu konfluente Endothelzellschicht auf 
der Herzklappe nachgewiesen werden konnte (siehe Abbildung 6.4). Der 
Endothelzellnachweis ließ sich aber nur unter der Verwendung von 
Primärantikörpern gegen die endotheliale NO – Synthase erbringen. Bei der 
Verwendung von Antikörpern gegen von – Willebrand – Faktor (vWf) zeigte sich 
eine unspezifische Anfärbung der Herzklappenextrazellularmatrix und des 
Fibringels (siehe Abbildung 6.5). 
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Abbildung 6.4: Nachweis von Endothelzellen als dunkel gefärbter Schicht auf der 
Oberfläche tissue engineerter Herzklappen unter der Verwendung von Primärantikörpern 
gegen eNOS. 
Oben: tissue engineerte Herzklappe mit dünner schwarz gefärbter Endothelzellschicht 
auf der Oberfläche. Mitte: Native ovine Herzklappe als Positivkontrolle. Unten: Dieselbe 
tissue engineerte Herzklappe als Negativkontrolle ohne Verwendung des 
Primärantikörpers. Maßstabsbalken in allen Abbildungen: 50µm 
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Abbildung 6.5: Tissue engineerte Herzklappe, bei der zum 
Endothelzellnachweis Primärantikörper gegen vWF verwendet wurden. 
Hierbei fand jedoch eine unspezifische Anfärbung der 
Herzklappenbinnenstruktur und des Fibringels statt. 
 
 
 
6.4 Diskussion 
 
Als Zellquelle für das valvuläre Tissue Engineering bieten sich zahlreiche 
Möglichkeiten an. Der bisherige Stand der Forschung legt aber nahe, dass 
Myofibroblasten die beste Alternative zur Herstellung von Herzklappen sind, da 
sie sich in den Eigenschaften kaum von valvulären interstitiellen Zellen 
unterscheiden. So konnten Flanagan et al. und andere zeigen, dass mit Zellen 
aus ovinen Carotiden erfolgreich Herzklappen auf der Basis eine Fibringelmatrix 
hergestellt und im Tierversuch angewendet werden konnten.103 
Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass auch aus Myofibroblasten der 
Nabelschnurarterien Herzklappen hergestellt werden können. Die 
Wachstumseigenschaften und der histologische Aufbau der Herzklappen aus 
Halsschlagader- und Nabelschnurzellen unterscheiden sich nicht. 
In Vorbereitung auf eine Wachstumsstudie im Tiermodell Lamm ist es so 
möglich die Nabelschnüre als Zellquelle zu verwenden. Dies bietet den Vorteil 
der unkomplizierten und für das Versuchstier ungefährlichen Zellgewinnung. 
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Auch für eine zukünftige klinische Anwendung bei Menschen wäre die 
Nabelschnur eine nahezu ideale Zellquelle. 
Als Zukunftsvision wäre es aber auch denkbar schon präpartal Zellen bei einem 
diagnostizierten Herzklappenfehler zu gewinnen, um diesen unmittelbar 
postpartal reparieren zu können. Das beschriebene Herstellungsverfahren der 
Herzklappen impliziert nämlich immer eine mindestens vierwöchige in vitro 
Konditionierung vor einer Implantation.  
Ansätze der Arbeitsgruppe um Haverich bieten hier eine vielversprechende 
Alternative, dezellularisierte Herzklappen ohne Zellbesiedlung zu 
implantieren.134 Aber diese Herzklappen müssen als Alternative für 
neonatologische Patienten kritisch betrachtet werden, da auch nach einer in 
vivo Rebesiedlung mit Zellen die Umbauprozesse der allogenen Kollagenmatrix 
zu lange dauern würden, um mit dem Wachstum mit halten zu können. 
Unumstritten ist die Verwendung von Endothelzellen als Hüllschicht um die 
Herzklappen. Hier konnte gezeigt werden, dass Endothelzellen mit der von 
Cornelissen et al. entwickelten Endothelialisierungskammer konfluent auf eine 
Herzklappe aufgebracht werden kann und diese auch die in vitro 
Konditionierung übersteht. Die Qualität der aufgebrachten Endothelzellschicht 
ist nach der dynamischen Konditionierung natürlich nicht vergleichbar mit einer 
nativen Herzklappe. Diese war in den durchgeführten Experimenten nicht wie 
bei einer natürlichen Klappe einschichtig, sondern mehrschichtig. Es kann aber 
davon ausgegangen werden, dass sich nach einem gewissen Zeitraum in vivo 
eine natürliche, einschichtige und konfluente Endothelzellschicht ausbildet. 
Außerdem ist wahrscheilich, dass durch weitere Optimierung des 
Endothelialisierungsprozesses eine nahezu natürliche, einschichtige Zellschicht 
erreicht werden kann. 
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7 Zellbasierte Probleme der Konditionierung tissue 
engineerter Herzklappen 
 
 
7.1 Einführung 
 
Eine Problematik bei der Herstellung tissue engineerter Herzklappen auf der 
Basis einer Fibringelmatrix mit Hilfe von vaskulären Myofibroblasten ist die 
Schrumpfung des sich neu entwickelnden Gewebes. Da die Grundlage dieser 
Gewebeschrumpfung durch die verwendete Zellart begründet wird, soll auf 
diese im Folgenden näher eingegangen werden.  
Die beschriebenen Versuche in diesem Kapitel zielen darauf hin den 
Schrumpfungsprozess soweit möglich zu unterbinden um eine Insuffizienz der 
neuen Herzklappen zu verhindern. 
 
Myofibroblasten und ihre Rolle bei der Gewebeschrumpfung 
Myofibroblasten sind ubiquitäre Zellen. Sie spielen eine große Rolle in 
Wachstum und Entwicklung, Wundheilung und Erkrankungen. Hauptfunktionen 
sind die Synthese von EZM Proteinen und ihre Kontraktilität. An 
Myofibroblasten  wird vor allem im Rahmen der Wundheilung geforscht. Hier ist 
die Synthese von Matrixproteinen und die Kontraktion zum Wundverschluss 
notwendig. 
Myofibroblasten wurden 1971 von Gabbiani et al. als Zellen der dermalen 
Wundheilung beschrieben. Sie konnten zeigen, dass in Fibroblasten einer 
Verletzung nach einigen Tagen ein fibrilläres System im Cytoplasma, 
Oberflächenproteine zur Verankerung an der Extrazellularmatrix ähnlich 
demjenigen in glatten Muskelzellen und ein extensiv synthetisierendes 
endoplasmatisches Retikulum entstehen.173  
Einige Arbeitsgruppen beschrieben auch vorher schon die Präsenz von 
kontraktilen Fibroblasten. So vermuteten Abercombrie et al. schon 1956 das 
Vorhandensein von kontraktilen Zellen in der Wundheilung und James und 
Taylor konnten die Kontraktionsfähigkeit von Fibroblasten in vitro 
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nachweisen.174,175 Somit stehen Myofibroblasten phänotypisch zwischen 
Glattmuskelzellen und Fibroblasten.176 
Fibroblasten können sich nach einer dermalen Gewebsverletzung in 
kontraktions-  und sekretionsfähige Myofibroblasten differenzieren. 
Normalerweise haben Fibroblasten wenige Zell – Zell – und Zell – Matrix 
Verknüpfungen und nur eine geringe Syntheseleistung. Nach einer 
Gewebeverletzung werden sie aber lokal durch Zytokine wie z B. TGFβ1 
aktiviert in das Gewebe zu migrieren und Extrazellularmatrix zu synthetisieren.  
Die entstehenden Kräfte zur Zellmigration sind wesentlich größer als für die 
alleinige Bewegung der Zellen nötig ist, was in einer Deformation der EZM 
resultiert.143  
Ein weiterer wichtiger Stimulus zur Differenzierung in Richtung Myofibroblasten 
ist mechanischer Stress. Normalerweise sind die Zellen im Gewebe durch die 
sie umgebende, vernetzte Extrazellularmatrix von mechanischen Belastungen 
abgeschirmt.169 Bei einer Verletzung geht dieser Schutz verloren und in den 
Fibroblasten entwickeln sich intrazellulär Stressfasern, die über Fibronexus mit 
Fibronektin in der Extrazellularmatrix in Verbindung stehen. Ab diesem 
Zeitpunkt werden die Zellen als Proto – Myofibroblasten bezeichnet, welche 
noch kein α-SMA enthalten. Sobald die mechanische Beanspruchung der 
Zellen zunimmt und kontraktile Proteine wie α-SMA im Cytoplasma erscheinen 
werden sie als Myofibroblasten bezeichnet.169,177  
Die Myofibroblasten wandern dank der kontraktilen Eigenschaften in die Wunde 
ein, übernehmen die Funktion der Wundheilung und helfen eine Wunde zu 
verschließen.177 Die Hauptinduktoren der Myofibroblastendifferenzierung sind 
somit mechanischer Stress und  TGFβ1 (siehe Abbildung 7.1).177  
Am Ende der Gewebereparatur entsteht wieder eine funktionsfähige 
Extrazellularmatrix, welche die Zellen von mechanischem Stress abschirmt. 
Eine Verminderung des mechanischen Stresses auf die Zellen bei beendeter 
Reparatur des Gewebes ist ein Förderer der Apoptose der Myofibroblasten um 
eine Kontraktur des Gewebes zu verhindern (siehe Abbildung 7.1).169,178–180  
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Abbildung 7.1: Mechanische Faktoren und Zytokine beeinflussen die 
Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten.
177
 
 
Auf Grund der oben angeführten Definitionskriterien für Myofibroblasten sind ein 
Großteil der Fibroblasten unter Zellkulturbedingungen per definitionem 
Myofibroblasten, da diese durch den Kontakt mit der starren 
Kunststoffoberfläche unter mechanischem Stress stehen und so kontraktile 
Fasern bilden.169,171,181 
Nicht nur dermale Fibroblasten können sich zu Myofibroblasten differenzieren, 
sondern auch mesenchymale Zellen wie Perizyten und Glattmuskelzellen aus 
der Gefäßwand. Diese Zellen spielen eine wichtige Rolle in der Reparatur von 
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Gefäßen.180,182 Auch andere Zellen werden als Vorläuferzellen für 
Myofibroblasten beschrieben (siehe Abbildung 7.2). 
Die interstitiellen Zellen der Herzklappen werden wie in Kapitel 2.1 bereits 
angeführt auf Grund ihrer sekretorischen und kontraktilen Eigenschaften als 
Myofibroblasten bezeichnet.11,12,14–18 Die Differenzierung dieser Myofibroblasten 
ist auch abhängig von mechanischem Stress und TGFβ1 und auch die weiteren 
oben angeführten charakteristischen Eigenschaften für Myofibroblasten konnten 
Walker et al. nachweisen. Diese Faktoren scheinen auch eine Rolle in 
pathologischen Vorgängen in Herzklappen zu spielen. So ist eine höhere 
mechanische Belastung der Herzklappen alleine ausreichend um einen 
kontraktilen Phänotyp (Myofibroblasten) der valvulären interstitiellen Zellen zu 
erreichen. Kommt es zusätzlich noch zu einer lokalen Erhöhung von TGFβ1 
wird der Vorgang noch verstärkt.171 
Um Myofibroblasten von anderen Zellen zu unterscheiden sind Marker 
notwendig. α – SMA ist der gängigste Myofibroblastenmarker, kann aber bei 
gemischten Zellpopulationen nicht zwischen Myofibroblasten und glatten 
Muskelzellen unterscheiden. Zur Zeit gibt es keinen zytoplasmatischen Marker 
der sicher zwischen beiden Zellarten unterscheiden kann. Die Verwendung von 
Smothelin wurde vorgeschlagen, aber dieses konnte auch in 
Lungenfibroblasten nachgewiesen werden.169,177 Andererseits produzieren 
Myofibroblasten zahlreiche Bestandteile der Extrazellularmatrix, wie Kollagene 
die als extrazelluläre Marker im Gewebe verwendet werden können.177  
Um Myofibroblasten  von ruhenden Fibroblasten zu unterscheiden sind im 
Wesentlichen drei Eigenschaften zu nennen: 1. Bündel von kontraktilen 
Mikrofilamenten, 2. extensive Zell-Matrix-Verbindungen durch Fibronexus, 3. 
interzelluläre Verbindungen und gap junction.177,183 Bei der Verwendung von 
(Myo-) Fibroblasten in Fibrin –  oder Kollagengelen zur Herstellung tissue 
engineerter Herzklappen tritt nach wenigen Tagen in vitro eine Schrumpfung 
des Gewebes auf. Diese Schrumpfung lässt sich mit den spezifischen 
Eigenschaften der Myofibroblasten erklären. 
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Abbildung 7.2: Myofibroblasten sind charakterisiert durch eine erhöhte 
Syntheseleistung der EZM-Moleküle, vermehrte Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte 
und die Entwicklung von α-SMA
+
-Fibrillen. Dieser Phänotyp kann durch die 
Differenzierung verschiedener Progenitorzellen erreicht werden.
180
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Schon Studien aus den 50er Jahren lassen vermuten, dass die Kontraktion die 
bei Hautwunden beobachtet wird nicht nur durch eine Verkürzung und 
Quervernetzung der Kollagenfasern vermittelt wird, sondern dass eine zelluläre 
Komponente eine Rolle spielt. Abercombrie et al. konnten zeigen, dass auch 
bei skorbutischen Schweinen Wunden kontrahieren, obwohl durch eine Vitamin 
– C freie Diät, die Kollagenproduktion effektiv inhibiert werden konnte.174 Auch 
Gabbiani beschrieb 1971 die Rolle von kontraktilen Zellen in der 
Wundheilung.173 
Durch Fibronexus auf der Zelloberfläche von Myofibroblasten steht der 
intrazelluläre kontraktile Apparat mit den extrazellulären Matrixbestandteilen in 
Kontakt. So wird die Kontraktion der Zellen auf die umgebende 
Extrazellularmatrix übertragen (siehe Abbildung 7.3). Die hervorgerufenen 
Zugkräfte der Zellen sind relativ langsam und nicht reversibel.143   
Da es sich hierbei um dynamische Prozesse handelt muss die bisherige 
Theorie, dass sie Gewebeschrumpfung allein durch Quervernetzung von 
Kollagen vermittelt wird in Frage gestellt werden, da hierbei kovalente 
Bindungen zu einer unflexibleren Verbindung führen. Es ist eher anzunehmen, 
dass die Verdichtung der EZM durch von Zellen auf die EZM übertragene 
Kontraktionen im Gewebe erhalten bleiben. Diese kontraktilen Fähigkeiten 
können Myofibroblasten über einen langen Zeitraum aufrechterhalten.169 Eine 
einmal erreichte Verdichtung der EZM braucht nicht kontinuierlich durch die 
Myofibroblasten aufrecht erhalten zu werden, da die umgebende EZM die Kraft 
nach einiger Zeit aufrecht erhält.  
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Myofibroblasten in der Wundheilung 
eine essentielle Aufgabe haben. Bei Remodellingprozessen oder Verletzungen 
wird der mechanische Stress nicht mehr von der EZM übernommen, sondern 
durch Myofibroblasten getragen. Die Myofibroblasten produzieren neue EZM 
Proteine und verdichten diese. Sobald die EZM wieder funktionell aufgebaut ist 
übernimmt sie wieder die Kraftabschirmung der Zellen. Die Zellen können zu 
diesem Zeitpunkt in Apoptose gehen (siehe Abbildung 7.3).169 
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Abbildung 7.3: Hypothese 
des Umbaus der EZM 
durch Myofibroblasten und 
der daraus resultierenden 
Gewebeschrumpfung.
169 
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Das Schrumpfen der Gewebe lässt sich durch Fixieren verhindern. Außerdem 
führt das gegeneinander Spiel von Schrumpfung und Fixation zu 
mechanischem Stress innerhalb des Gewebes, was zu einer vermehrten 
Extrazellularmatrixproduktion führt.95 
Trotz der bisher erreichten Erkenntnisse zu Myofibroblasten ist noch weiterer 
Forschungsaufwand nötig um sie genauer zu charakterisieren.  
Eine weitere wichtige zu klärende Frage ist, wie die synthese- und kontraktilen- 
Eigenschaften der Myofibroblasten kontrolliert werden um Kontrakturen 
verhindern.  
Es ist auch fraglich, ob alle Myofibroblasten egal welchen Vorläuferzellen sie 
entstammen auf die gleichen mechanischen und chemischen Faktoren immer in 
gleicher Weise reagieren. Außerdem muss erforscht werden, ob die gewonnen 
Erkenntnisse zur Gewebeschrumpfung aus der Wundheilung analog auf 
vaskuläre und valvuläre Myofibroblasten übertragen werden kann. 
Dass die Abstammung der Myofibroblasten einen Einfluss auf ihre 
Eigenschaften hat bestätigen Hinz et al. aus noch bisher unveröffentlichten 
Daten. Außerdem gilt es zu erforschen, was mit Myofibroblasten geschieht, die 
ihre Aufgabe erledigt haben. Ob diese apoptotisch werden oder 
dedifferenzieren ist noch nicht abschließend geklärt.143,169,181 
 
 
 
7.2 Material und Methoden 
 
 
 
 
 
Um die Konditionierungsbedingungen tissue engineerter Herzklappen zu 
optimieren, wurden in dieser Versuchsserie Herzklappen mit einem 
Innendurchmesser von 14mm aus Myofibroblasten der ovinen Halsschlagader 
verwendet, die nach dem in Kapitel 4.2 beschriebenen Verfahren hergestellt 
wurden. Diese Herzklappen wurden dann nach unterschiedlichen Prinzipien 
weiter Konditioniert. 
Ausführliche Angaben zu Herstellern, Typenbezeichnungen und 
Bestellnummern der verwendeten Geräte, Chemikalien, Rezepturen und 
Verbrauchsmaterialien finden sich Anhang ab Seite 167. 
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7.2.1 Statische Kultivierung 
 
Die statische Kultur der tissue engineerten Herzklappen findet in einer 
sterilisierbaren Glasflasche statt. An den Deckel dieser Flasche kann ein 
Schlauchsystem angeschlossen werden mit dessen Hilfe ein stetiger 
Kulturmediumfluss gewährleistet werden kann. Die Verwendung von 
gasdurchlässigen Silikonschläuchen (ISMATEC SA, Labortechnik – Analytik, 
Tygon SI Silicone 3350 Platinum SC0584A) garantiert einen ausreichenden 
Gasaustausch der Herzklappen (siehe Abbildung 7.5). 
 
Statische Kultivierung ohne Fixierung der Herzklappe  
Zunächst wurden Herzklappen ohne jegliche Fixierung der Taschen statisch 
konditioniert. Nach dem Gussprozess wurden hierfür die Taschen voneinander 
getrennt und die Herzklappe in den beschriebenen statischen Bioreaktor für 12 
Tage kultiviert. 
 
Statische Kultivierung auf der Gussform 
In den folgenden Versuchen wurden die gegossenen Herzklappen zunächst für 
12 Tage auf der aortalen Gussformhälfte statisch kultiviert. Hierzu wurden nach 
dem Guss der Herzklappe die Wandteile der Gussform und die ventrikuläre 
Gussformhälfte vorsichtig entfernt, die aortale Hälfte aber belassen. 
Anschließend wurden wie in Abbildung 7.4 dargestellt chirurgische Fäden 
(Ethicon Prolene 4-0, Johnson & Johnson Medical GmbH, MPP2834) auf Höhe 
des Klappenschließrandes durch die Silikonform um die Klappen herumgenäht. 
Diese Fäden fixieren das Konstrukt aus Silikonzylinder und Herzklappe stabil 
auf der Gussform. Des Weiteren wurden die Taschen nicht von einander 
getrennt. 
Anschließend wurde die Herzklappe auf der Gussform in einer Glasflasche 
kultiviert (siehe Abbildung 7.5). Nach 12 Tagen im statischen Bioreaktor wurden 
die Herzklappen in den dynamischen Bioreaktor eingebaut oder histologisch 
aufgearbeitet. 
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Abbildung 7.4: Chirurgisches Nahtmaterial zur Verhinderung der 
Klappenschrumpfung in vertikaler Richtung.  
links: Schemazeichnung eines Längsschnittes durch eine Herzklappe. Der 
blaue Punkt markiert die Position der chirurgischen Fäden. Die rote Linie 
markiert die Position der Herzklappengussform. 
rechts: Aufnahme einer Herzklappe mit Fäden zwischen den Klappen auf der 
aortalen Gussformhälfte. 
 
 
 
Abbildung 7.5: Statische Konditionierung einer Herzklappe auf der aortalen 
Gussformhälfte in einer Vorratsflasche. 
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Statische Kultur auf einem Silikonhohlkörper 
In den weiteren Versuchen wurde die statische Kultur der Herzklappen nicht auf 
der aortalen Gussformhälfte fortgeführt, sondern auf einem Silikonabdruck der 
Gussformhälfte. 
Hierzu wurden im Durchmesser um 1mm geringere POM – Gussformen  
verwendet und diese mit einer dünnen Schicht Silikon umgeben. Nach dem 
Aushärtungsprozess kann der Silikonabdruck vorsichtig von der Gussform 
abgelöst werden. Abschließend werden in die Spitzen der Silikonabdrücke 
Löcher gestanzt, um Luft die Möglichkeit zum Entweichen zu geben (siehe 
Abbildung 7.6). 
Nach dem Polymerisieren der Herzklappe wird diese vollständig aus der 
Gussform gelöst und auf der aortalen Seite der Silikonabdruck eingeführt. 
Dieser Abdruck wird mit drei Einzelknopfnähten am Silikonzylinder festgenäht. 
Die Kontaktfläche zwischen dem Silikonabdruck und der Gefäßwand ist aber so 
locker, dass ein Hinterströmen mit Bioreaktormedium möglich ist. Der Kontakt 
mit der Klappenfläche ist enger, da diese von der ventrikulären Seite vollständig 
mit Medium versorgt werden können. 
 
 
Abbildung 7.6: Hohler Silikonabdruck der  
Gussform zur statischen Kultivierung.  
 
Um der Herzklappe zusätzlich in vertikaler Richtung auf ventrikulärer Seite ein 
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Widerlager für die statische Kultur zu bieten, wurde zunächst nur chirurgisches 
Nahtmaterial verwendet welches zwischen die Taschen eingenäht wurde.  
Für die weiteren Versuche wurde ein „Stern“ aus Silikon hergestellt, der mit 
Hilfe von Fäden in der gewünschten Höhe fixiert wird (siehe Abbildung 7.7 und 
7.8). Anschließend werden die Herzklappen fixiert durch Silikonabdruck und 
„Silikonstern“ in einer Vorratsflasche für 12 Tage kultiviert (siehe Abbildung 7.9). 
 
 
Abbildung 7.7: Silikonstern, der mit chirurgischen Fäden in die tissue engineerter 
Herzklappe eingebracht wird. 
 
 
Abbildung 7.8: Tissue engineerte Herzklappe mit einem Innendurchmesser von 14mm 
unmittelbar nach dem entnehmen aus der Gussform. Von aortaler Seite wurde ein 
Silikonabdruck der Gussform eingefügt und auf ventrikulärer Seite befindet sich ein 
Silikonstern, fixiert durch chirurgisches Nahtmaterial. 
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Abbildung 7.9: Statische Kultur tissue engineerter Herzklappen auf einem 
Silikonabdruck der Gussform in einer Glasflasche innerhalb eines 
Inkubators bei 37°C und 5% CO2. 
 
 
 
7.2.2 Dynamische Kultivierung 
 
Bioreaktor 
Um mechanische Stabilität und Ausbildung einer Extrazellularmatrix innerhalb 
der Herzklappe zu stimulieren, werden die tissue engineerten Herzklappen in 
einen Bioreaktor eingebaut, der die Verhältnisse im menschlichen Herzen 
simulieren kann (siehe Abbildungen 7.10 und 7.11). Der Bioreaktor besteht aus 
zwei Kammern, wobei die untere kleinere Kammer den Ausflusstrakt (Tr. 
7 Zellbasierte Probleme der Konditionierung tissue engineerter 
Herzklappen 
 
 113 
pulmonalis oder Aorta) und die obere größere Kammer die Herzkammer 
simuliert. Zwischen den beiden Kammern wird die tissue engineerte Herzklappe 
mit ihrem Silikonzylinder eingebaut. Die kleinere Kammer wird an ihrer 
Unterseite durch eine flexible Silikonmembran abgeschlossen. Diese 
Silikonmembran kann mit Hilfe eines Tauchspulenaktuators ausgelenkt werden. 
Durch das Eindrücken der Silikonmembran baut sich in der unteren Kammer ein 
Druck auf, der zunächst die Herzklappe schließt und anschließend variabel 
weiter aufgebaut werden kann. 
An Konnektoren der oberen und unteren Kammer können Druckmesssensoren 
angebracht werden, die kontinuierlich den Druck in den Kammern und die 
daraus resultierende Last auf die Herzklappe messen. Die Steuerung des 
Aktuators und die Überwachung des Druckes wird durch eine eigens 
entwickelte Labview™ Applikation ermöglicht (LabVIEW, National Instruments 
Corporation). Hier kann die Amplitude und die Frequenz des Aktuatorhubs 
reguliert und außerdem der Druck aufgezeichnet werden  (siehe Abbildung 
7.12). Außerdem ist es möglich einen Schlauchkreislauf zwischen den beiden 
Kammern zu installieren, um einen kontinuierlichen Mediumfluss durch die 
Herzklappe zu gewährleisten. 
Über einen, in eine seitliche Öffnung der oberen Kammer eingeführten hohlen 
Silikonzylinder kann eine TEE – Ultraschallsonde eingeführt werden. Hiermit ist 
eine kontinuierliche sonographische Überwachung der Herzklappe möglich. 
Außerdem kann der Deckel der oberen Kammer abgeschraubt werden und ein 
Linearultraschallkopf eingefügt werden. Des Weiteren ist der Bioreaktor 
vollständig aus PMMA hergestellt und ermöglicht somit eine optische 
Überwachung der Herzklappe. 
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Abbildung 7.10: Bioreaktor zur dynamischen Konditionierung. 
 
 
Abbildung 7.11: Detailaufnahme des Herzklappenbioreaktors.  
 
7 Zellbasierte Probleme der Konditionierung tissue engineerter 
Herzklappen 
 
 115 
 
 
Abbildung 7.12: Steuerung des Aktuators und Überwachung des Druckes 
auf die Herzklappe mit Hilfe von LabView (National Instuments).  
 
 
Primäre dynamische Kultur 
Zur primären dynamischen Konditionierung wurden die Taschen der 
Herzklappen direkt im Anschluss an den Gussprozess mit Hilfe eines Skalpells 
getrennt, so dass sie ihre physiologische Funktion aufnehmen können. 
Anschließend wurden die Herzklappen in den dynamischen Bioreaktor 
eingebaut und hier einer ansteigenden mechanischen Belastung ausgesetzt. 
Die Konditionierung im dynamischen Bioreaktor fand über 14 bis 33 Tage unter 
folgenden Bedingungen statt: 
 
 Druckbelastung Frequenz 
Tag 0 bis 7 2 – 5 mmHg 15/min 
Tag 7 –14 2 – 5 mmHg 25/min 
ab Tag 14 2 – 5 mmHg >35/min 
 
Steuerungskurve des 
Aktuators 
Druckkurve 
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Da die Herzklappen bei primärer dynamischer Konditionierung im Laufe der Zeit 
auf Grund der Gewebeschrumpfung immer insuffizienter wurden, war es trotz 
größerer Auslenkung der Silikonmembran, durch erhöhten Aktuatorhub, 
unmöglich einen höheren Druck auf die Klappe aufzubauen. 
 
Sekundäre dynamische Konditionierung nach statischer Kultur 
Sekundäre dynamische Konditionierung bedeutet, dass die Herzklappen 
zunächst für zwölf bis vierzehn Tage nach dem in Kapitel 7.2.1 beschriebenen 
Verfahren statisch kultiviert wurden. Nach dieser Zeit wurden der 
Silikonabdruck der Gussform und der Silikonstern entfernt und die Taschen 
voneinander getrennt. Abschließend wurden die Herzklappen in den 
dynamischen Bioreaktor eingebaut und nach folgendem Protokoll betrieben: 
 
 Druckbelastung Frequenz 
Tag 0 bis 7 4 – 8 mmHg 15/min 
ab Tag 7 > 14mmHg >35/min 
 
 
 
7.2.3 Kultivierungsüberwachung 
 
Sonographie 
Um eine kontinuierliche Überwachung des Wachstums der Herzklappen 
innerhalb des dynamischen Bioreaktors zu gewährleisten ist es möglich, in den 
Bioreaktor eine Ultraschallsonde (General Electric Company, Vivid i/ TEE, 6T) 
zur transösophagealen Echokardiographie (TEE) einzuführen. Mit Hilfe der TEE 
– Sonde können Ultraschallaufnahmen mit einer Frequenz bis 6MHz gemacht 
werden. Neben zweidimensionalen Schnittbildern und -filmen können die 
Klappenbewegungen im M – Mode und Insuffizienzen mit Hilfe von Duplex – 
Bildern nachgewiesen werden. 
 
Überwachung von Parametern des Bioreaktormediums 
Vor dem Wechsel des Zellkulturmediums wurde an dem verbrauchten Medium 
und nach dem Wechsel an dem frischen Bioreaktormedium eine 
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Blutgasanalyse (Point of care Analysesystem, Abbott Laboratories. Abbott Park, 
i-STAT) und Glukosemessung (Bayer Vital GmbH, CONTOUR) durchgeführt. 
Die folgenden Messwerte wurden dabei regelmäßig bestimmt: 
Laktatgehalt in mmol/l pH 
pCO2 in mmHg pO2 in mmHg 
HCO3
- in mmol/l BE (Base Excess) in mmol/l 
Glucosegehalt in mg/dl  
 
 
 
7.3 Ergebnisse 
 
7.3.1 Versuche mit primärer dynamischer Kultur 
 
Werden die Herzklappen von Beginn an dynamisch konditioniert schrumpfen 
sie. Dieses Schrumpfen führt zu einer vollständigen Insuffizienz der Herzklappe. 
Dieser Prozess lässt sich sonographisch schon nach wenigen Tagen 
beobachten und dauert kontinuierlich bis zum vollständigen Verschwinden der 
Herzklappen nach ungefähr drei Wochen an. Diesen Prozess stellen die 
Ultraschallbilder 7.13 bis 7.17 beispielhaft an einer Herzklappe dar. Auf 
Abbildung 7.18 sieht man eine Fotoaufnahme der geschrumpften Herzklappe 
während der Diastole und auf Abbildung 7.19 sieht man histologische 
Färbungen dieser Herzklappe. In Abbildung 7.37 sieht man eine 
Gegenüberstellung von unterschiedlichen Konditionierungsbedingungen bei 
verschiedenen Herzklappen. 
Bei der Gewebeuntersuchung der narbig zusammengeschrumpften 
Herzklappenreste zeigte sich ein Kollagengehalt von mehr als 50 µg Kollagen je 
Milligramm Trockengewicht. 
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Abbildung 7.13: Tissue engineerte Herzklappe die unmittelbar in den dynamischen Bioreaktor 
eingebaut wurde am ersten Versuchstag. 
links: Sonographische Aufnahme der Herzklappe. Die schlechte Qualität des Ultraschallbildes 
am ersten Versuchstag erklärt sich durch Luftblasen unter den Taschen zu Beginn eines 
neuen Experimentes, die aber nach wenigen Tagen resorbiert werden. 
rechts: Schema der sonographischen Aufnahme zur besseren Visualisierung. 
 
 
 
Abbildung 7.14: Aufnahme einer 14mm-Herzklappe am fünften 
Versuchstag bei primärer dynamischer Kultivierung. Bereits hier 
fällt eine Insuffizienz der Herzklappe auf. 
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Abbildung 7.15: Dieselbe Herzklappe am zwölften Versuchstag. 
 
Abbildung 7.16: Ultraschallbild der 14mm-Herzklappe am 18. 
Versuchstag. 
 
Abbildung 7.17: Bei primärer dynamischer Konditionierung sind 
nach 33 Versuchstagen die Herzklappen nicht mehr zu erkennen. 
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Abbildung 7.18: Fotoaufnahme am letzten Versuchstag während der Diastole. 
Es sind keine Taschen mehr abzugrenzen. 
 
 
Abbildung 7.19: Histologische Färbung einer primär dynamisch 
konditionierten Herzklappe. links: Trichromfärbung, rechts: HE-Färbung  
Maßstabsbalken in beiden Aufnahmen 200µm 
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7.3.2 Tissue engineerte Herzklappen nach statischer 
Konditionierung 
 
Nach 12- bis 14-tägiger statischer Kultivierung tissue engineerter Herzklappen 
hat innerhalb des Gewebes die Produktion von Proteinen der 
Extrazellularmatrix begonnen, was zu einer verbesserten mechanischen 
Stabilität führte.  
Zunächst wurde zur statischen Konditionierung die Herzklappe auf dem 
aortalem Gussformteil belassen. Hierbei zeigte sich jedoch, dass sich in einem 
Areal des Gefäßstammes der Herzklappe auf aortaler Seite nur nekrotische 
Zellreste und keine entwickelte Extrazellularmatrix befanden. Da sich an dieser 
Position das aortale Gussformteil befand wurde dieser Anteil des Gewebes 
nicht ausreichend versorgt, wohingegen auf der äußeren Hälfte des 
Gefäßstammes durch den Silikonzylinder ein ausreichender Gasaustausch 
gewährleistet werden konnte (siehe Abbildung 7.21). 
 
 
Abbildung 7.20: Tissue engineerte Herzklappe mit einem Durchmesser von 14mm 
unmittelbar nach statischer Kultur. Auf der linken Seite bevor der Taschen 
voneinander getrennt wurden auf rechten Seite nachdem sie getrennt wurden. 
Anschließend wurde die Herzklappe in den dynamischen Bioreaktor eingebaut. 
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Abbildung 7.21: Trichromfärbung einer Herzklappe, die statisch auf der POM-
Gussform konditioniert wurde und nicht vollständig versorgt wurde und sich 
somit eine Zone mit abgestorbenen Zellen gebildet hat. 
Maßstabsbalken: Bild 1: 500µm, Bild 2: 250µm Bild 3: 50µm 
 
Für die weiteren Versuche wurde daher ein Silikonabdruck der aortalen 
Gussformhälfte an Stelle der Gussform selber benutzt. Hierbei fand eine 
vollständige Gewebeentwicklung in der gesamten Herzklappe statt, ohne dass 
in Bereichen Zellen abgestorben sind (siehe Abbildung 7.22).  
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Abbildung 7.22: Trichrom-Färbung einer Herzklappe, die statisch  auf einem 
Silikonzylinder kultiviert wurde. 
Maßstabsbalken des Übersichtsbild: 150µm 
Maßstabsbalken der Vergrößerung: 50µm 
 
Bei der alleinigen Verwendung des Silikonzylinders von der aortalen Seite aus 
schrumpft die Herzklappe immer noch in vertikaler Richtung zur „Herzkammer“ 
(siehe Abbildungen 7.23 und 7.24). 
 
 
 
Abbildung 7.23: Wenn nur auf 
aortaler Seite der Herzklappe ein 
Silikonzylinder (rote Linie) 
verwendet wird, kann die 
Herzklappe immer noch in 
Richtung der Herzkammer 
schrumpfen (gestrichelte Linie). 
 
7 Zellbasierte Probleme der Konditionierung tissue engineerter 
Herzklappen 
 
 124 
 
Abbildung 7.24: Tissue engineerte  Herzklappe, bei der nur auf aortaler Seite ein 
Silikonzylinder verwendet wurde. 
links: Die Herzklappe innerhalb des Silikonzylinders, wobei auffiel, dass die Taschen 
vollständig in einer Ebene zu liegen scheinen. 
rechts: Dieselbe Herzklappe nach vertikaler Eröffnung des Conduits. Die Linien 
zeigen den ursprünglichen Ansatz der Herzklappen an und die Pfeile zeigen ein 
Schrumpfen derselben in vertikale Richtung. 
 
Verwendet man jedoch Nahtmaterial oder den Silikonstern (siehe Abbildung 
7.7) von ventrikulärer Seite und den Silikonhohlkörper von aortaler Seite lässt 
sich das Schrumpfen der Herzklappe in alle Richtungen verhindern (siehe 
Abbildung 7.25).  
Der Nachteil der alleinigen Verwendung von chirurgischem Nahtmaterial ist, 
dass der Faden so dünn ist, dass er sich in das entwickelnde Gewebe 
einschneidet. Ein weiterer Nachteil ist, dass hierbei mit der Nadel blind von 
außen durch den Silikonzylinder zwischen die Herzklappen eingestochen 
werden muss und so die Herzklappen beschädigt werden können. 
Verwendet man jedoch den beschriebenen Silikonstern kann unter Sicht von 
innen durch Gefäßwand und Silikonzylinder gestochen werden. Des Weiteren 
ist der Silikonstern breiter und nicht scharfkantig, so dass er sich nicht in das 
Gewebe einschneidet. 
Eine Alternative zu den beiden beschriebenen Verfahren wäre die Verwendung 
eines Silikonabdruckes der ventrikulären Gussformhälfte. Die Herstellung eines 
solchen Silikonabdruckes der ventrikulären Gussformhälfte war allerdings nicht 
möglich. Bei Versuchen den Silikonabdruck von der Gussform abzulösen zeriss 
das Silikon insbesondere an den Kanten. 
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Abbildung 7.25: Tissue engineerte Herzklappe nach statischer Konditionierung längs 
aufgeschnitten und mit Kunststoffplättchen um die Taschen zu öffnen. Die Linien 
deuten den Ansatz der Herzklappe an, der sich in diesem Fall nicht verschoben hat. 
 
Wird die statische Konditionierung mit eröffneten Taschen ohne Silikonzylinder 
und Silikonstern durchgeführt schrumpfen die Herklappentaschen analog zur 
primären dynamischen Konditionierung nahezu vollständig bis zur Gefäßwand. 
Außerdem sind die Taschenreste sehr steif und unbeweglich (siehe Abbildung 
7.26).  
 
 
Abbildung 7.26: Herzklappe nach statischer Konditionierung ohne die Verwendung des 
Silikonhohlkörpers und des Silikonsternes nach 14 Tagen. 
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7.3.3 Tissue engineerte Herzklappen nach sekundärer dynamischer 
Konditionierung im Bioreaktor  
 
Bringt man die tissue engineerten Herzklappen erst in den dynamischen 
Bioreaktor nachdem sie 12 – 14 Tage statisch konditioniert wurden, lässt sich 
das Schrumpfen der Klappen nahezu vollständig unterbinden und die 
Herzklappe zeigt nur eine geringe Insuffizienz (siehe Abbildungen 7.27 – 7.33 
und 7.37). 
 
   
Abbildung 7.27: Tissue engineerte 14mm-Herzklappe am ersten Versuchstag im 
dynamischen Bioreaktor nach vorheriger 14-tägiger statischer Konditionierung 
links: Sonographische Aufnahme der Herzklappe. 
rechts: Schema der sonographischen Aufnahme zur besseren Visualisierung. 
            
Abbildung 7.28: Dieselbe Herzklappe am sechsten Versuchstag im dynamischen 
Bioreaktor. 
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Abbildung 7.29: Nach elf Versuchstagen im dynamischen Bioreaktor. 
 
Abbildung 7.30: Aufnahme der 14mm-Herzklappe am 20. Versuchstag. 
 
Abbildung 7.31: Auch nach 28-tägiger Konditionierung im dynamischen Bioreaktor 
zeigt sich nur eine minimale Insuffizienz der Herzklappe. 
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Abbildung 7.32: Mikroskopische Übersichtsaufnahme einer tissue engineerten 
Herzklappe nach sekundärer dynamischer Konditionierung 
links: H&E – Färbung, rechts: Trichrom – Färbung Maßstabbalken: 50µm 
 
 
Abbildung 7.33: Tissue engineerte Herzklappen nach 12-tägiger statischer Kultivierung 
und anschließender dynamischer Konditionierung. Das obere Bild ist jeweils in der 
„Systole“ aufgenommen das untere Bild zu Beginn der „Diastole“ und zeigt, dass sich 
die Herzklappen flexibel bewegen aber eine v.a. in Bild C nur minimale Restinsuffizienz 
bestehen bleibt. 
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Bei der Gewebeuntersuchung der Herzklappen zeigte sich ein 
Kollagenkonzentration von 17 µg/mg Trockengewicht (bei der 
zusammengeschrumpften Herzklappen > 50 µg/mg). 
Um eine gleichbleibend gute Versorgung der tissue engineerten Herzklappen 
zu gewährleisten, wurden regelmäßig an dem Bioreaktormedium 
Blutgasanalysen und Glukosemessungen durchgeführt. Hierbei zeigten sich 
über den gesamten Versuchslauf konstante Werte für den 
Sauerstoffpartialdruck (150 –155 mmHg) und Kohlendioxidpartialdruck (35 – 40 
mmHg). Der pH Wert befand sich während der gesamten 
Konditionierungsdauer zwischen 7,48 und 7,56. 
Durch die Konzentrationsmessung von Glucose und Lactat konnte der 
Nährstoffverbrauch der Zellen bestimmt werden. So sank die 
Glucosekonzentration in den ersten Kultivierungswochen um 0,8 bis 1,4 mmol/l 
je Woche und in den letzten Wochen um 1,8 bis 2,6 mmol/l je Woche. Der 
Lactatwert stieg jeweils in äquivalenter Weise an. Jedoch wurde die 
Pufferkapazität des Bioreaktormediums zu keiner Zeit überschritten, so dass 
der pH Wert nahezu konstant blieb. Somit kann an Hand der verbrauchten 
Glucose auf ein vitales Gewebe mit eine gesteigerte Zellzahl geschlossen 
werden. 
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7.4 Diskussion 
 
Nach ersten Versuchen mit pädiatrischen Herzklappen, die unmittelbar in den 
dynamischen Bioreaktor eingebaut wurden stellte sich heraus, dass nach einer 
Möglichkeit gesucht werden muss den Schrumpfungsprozess der Herzklappen 
zu unterbinden oder zu vermindern. Schon wenige Tage nach dem Einbau in 
den Bioreaktor beginnen die Taschenklappen zu schrumpfen um nach ungefähr 
14 bis 25 Tagen fast bis zur Unkenntlichkeit zu verschwinden. 
Die Ergebnisse der Arbeit von Cornelissen et al. und eigene Vorversuche 
zeigten, dass eine Änderung der Geometrie der Herzklappengussform den 
Schrumpfungsprozess der Herzklappen nicht verhindern konnte. Trotz der 
Verlängerung der Taschen oder dem Einfügen einer Falte in die Taschen zur 
Oberflächenvergrößerung konnte die Entwicklung einer Insuffizienz der 
Herzklappe nicht unterbunden werden (siehe Abbildung 7.38).104 
 
 
Abbildung 7.38: Herzklappengussform für eine 25mm 
große Herzklappe mit eingefügter Falte (Pfeile)  in der 
Tasche. 
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Um dieses Schrumpfen, welches hauptsächlich in den ersten zwei Wochen der 
Konditionierung stattfindet, soweit möglich zu unterbinden wurde in dieser 
Arbeit mechanisch vorgegangen.  
Setzt man dem Schrumpfungsprozess in allen Raumrichtungen ein Hindernis 
entgegen, kann sich das neu entstehende Gewebe nicht mehr zusammen 
ziehen und die Herzklappe bleibt suffizient. Somit wurde in Anlehnung an 
Experimente von Tranquillo et. al die Herzklappe auf der Gussform belassen, 
um sie zunächst statisch zu kultivieren. Tranquillo et al. verfolgen diesen Ansatz 
um Herzklappen auf Fibringelbasis bei der Verwendung von dermalen 
Fibroblasten zunächst eine mechanische Stabilität zu geben um sie 
handhabbar zu machen. Sie entwickelten dafür eine Gussform die mit Medium 
perfundiert werden kann um das hier gezeigte Problem der 
Gewebeminderversorgung zu umgehen. Hierbei fertigt die Arbeitsgruppe aber 
hauptsächlich bicuspide Herzklappen an, deren späterer Nutzen in einer 
klinischen Anwendung angezweifelt werden muss. Außerdem stellten sie hier 
Herzklappen mit einem Durchmesser von 20mm her. Es wird berichtet, dass bei 
Kultivierung auf der Gussform das Gewebe an manchen Stellen, auf Grund der 
Gewebeschrumpfung, reißt.102,140  
Hier konnte gezeigt werden, dass eine initiale statische Kultur auf der Gussform 
den Schrumpfungsprozess in einem großen Ausmaß vermindert. Durch die 
Kultur auf der Gussform entstehen aber innerhalb des Herzklappengewebes 
minderversorgte Areale. Daher wurde für die weiteren Versuche die Herzklappe 
auf einem Silikonabdruck der Herzklappe kultiviert. Dieser Silikonabdruck der 
Gussform gewährleistet eine ausreichende Gasversorgung des Gewebes und 
ist außerdem flexibel. Diese Flexibilität verhindert, dass das Gewebe an der 
Kontaktfläche zum Silikon reißt. 
Bei dem Vergleich einer Herzklappe, die nur dynamisch konditioniert wurde, mit 
einer Herzklappe, die zunächst statisch kultiviert wurde, fällt ein großer Vorteil 
dieses weiteren Kulturschrittes auf. Gerade bei pädiatrischen tissue engineerten 
Herzklappen auf Fibringelbasis scheint das Problem der Gewebeschrumpfung 
sehr von Bedeutung zu sein. Wie aus ersten Versuchen mit diesen Herzklappen 
klar wurde, würde es keinen Sinn machen diese in ein Tiermodell zu 
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implantieren, da schon nach wenigen Wochen keine Herzklappen mehr 
vorhanden sind. 
Außerdem zeigte sich bei der histologischen Gewebeanalyse und bei der 
Analyse der Gewebezusammensetzung ein großer Unterschied zwischen 
beiden Konditionierungsarten. Die primär dynamisch konditionierten 
Herzklappen waren narbig zusammengeschrumpft mit einer sehr hohen 
Kollagenkonzentration und daher sehr unbeweglich. Die sekundär dynamisch 
konditionierten Herzklappen zeigten einen filigraneren Gewebeaufbau und eine 
geringere Kollagenkonzentration und waren daher sehr viel flexibler.  
Die Erklärung warum, eine primäre dynamische Konditionierung so einen 
Benefit in Bezug auf das Schrumpfen der Herzklappen hat, scheint vor allem in 
den Eigenschaften der verwendeten Zellart zu liegen kann aber nicht endgültig 
erklärt werden. Myofibroblasten sind eine sehr heterogene schwer zu 
charakterisierende Zellart.143,169,171,174–177,180,181,184 Ein Forschungsschwerpunkt 
in Bezug auf Myofibroblasten steht in Zusammenhang mit deren Rolle bei der 
Wundheilung. Hier spielen die Zellen  eine Rolle bei der Produktion der 
Bestandteile der Extrazellularmatrix und bei der Entwicklung von Kontraktionen, 
um einen Wundverschluss zu gewährleisten (siehe Kapitel 7.1). Da auch die 
Zellen der Herzklappen als Myofibroblasten charakterisiert werden können, 
scheint es sinnvoll auf diese Zellart zur Herstellung tissue engineerter 
Herzklappen zurückzugreifen.12,18 
Myofibroblasten kommen aber auch in verschiedenen anderen Geweben des 
Körpers, wie zum Beispiel in der Haut und in Gefäßwänden vor (siehe Kapitel 
7.1).  Da es für eine spätere klinische Anwendung wenig sinnvoll ist, 
Myofibroblasten aus der Herzklappe selbst zu gewinnen, ist es derzeit 
umstritten, welche Zellquelle die beste ist, um Herzklappen herzustellen. Es ist 
aber unumstritten, dass Myofibroblasten unterschiedlicher Gewebeart 
verschiedene Eigenschaften haben (siehe Kapitel 7.1). So unterscheiden sich 
die tissue engineerten Herzklappen, die aus dermalen Zellen hergestellt 
wurden, stark von denen die aus vaskulären Zellen produziert wurden.170  
Auf Grund der Ergebnisse von bisherigen Studien unserer Arbeitsgruppe und 
aus der Evaluation der Herzklappen dieser Arbeit, scheinen Myofibroblasten 
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aus Gefäßwänden zu Herzklappen mit annähernd physiologischen und 
anatomischen Charakteristika zu führen. 
Ein Erklärungsversuch zur Rolle der Myofibroblasten bei Schrumpfung der 
Herzklappen könnte Analogie zu deren Rolle bei der Wundheilung liegen (siehe 
Kapitel 7.1). So werden die Zellen durch den mechanischen Stress bei der 
dynamischen Konditionierung zur Bildung der Proteine der Extrazellularmatrix 
angeregt und andererseits verdichten sie dieses Gewebe auf Grund ihrer 
kontraktilen Eigenschaften. Dieser Prozess scheint so lange anzudauern, bis 
die Zellen keinem mechanischen Stress mehr ausgesetzt sind, die Herzklappen 
also vollständig geschrumpft sind. Was zu diesem Zeitpunkt mit den Zellen 
weiter passiert ist noch nicht geklärt. Auch in der Wundheilung ist dieser 
Prozess nicht endgültig erforscht. Entweder gehen die Zellen nach dem 
Wundverschluss durch Apoptose unter oder sie differenzieren sich um.143,169,181 
Durch die statische Konditionierung auf der Gussform oder auf dem 
Silikonabdruck entsteht innerhalb der Taschenklappe auch mechanischer 
Stress, da die Myofibroblasten versuchen zu kontrahieren aber dies aufgrund 
des Silikonabdruckes und des Silikonsternes in alle Raumrichtungen 
unterbunden wird. Gleichzeitig produzieren die Zellen aber Proteine der 
Extrazellularmatrix, wie zum Beispiel Kollagen und erhöhen hiermit die 
mechanische Festigkeit des Gewebes. Um zu verhindern, dass die Zellen 
innerhalb der tissue engineerten Herzklappe nun apoptotisch werden oder 
dedifferenzieren, darf die statische Kultur nicht zu lange dauern. Nach 12 bis 14 
Tagen statischer Kultur werden die Herzklappen in dem dynamischen 
Bioreaktor wieder mechanischem Stress ausgesetzt. Durch, die während der 
dynamischen Konditionierung aufgebaute Extrazellularmatrix, scheint die Form 
der Herzklappe aber weitestgehend beständig zu sein und ein starkes 
Schrumpfen wird unterbunden. 
Schlussfolgernd aus den Ergebnissen der beschriebenen Experimente sollten 
die tissue engineerten Herzklappen nach dem Gießen zunächst für 12 Tage 
statisch auf der Gussform unter Zuhilfenahme des Silikonsternes statisch 
konditioniert werden und erst anschließend physiologischen Konditionen im 
dynamischen Bioreaktor ausgesetzt werden.  
Der statische Konditionierungsschritt ist aber alles in allem nur ein Schritt in die 
Richtung einer suffizienten Herzklappe. Eine minimale Restinsuffizienz blieb bei 
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allen hergestellten Herzklappen immer zurück. Aber auf Grund der 
dynamischen Umbauprozesse eines lebendigen tissue engineerten Gewebes 
ist wahrscheinlich nicht erforderlich eine perfekte Herzklappe zu implantieren. 
Dynamische Umbauprozesse im Körper des Empfängers werden immer besser 
sein, als alle vorherigen Veränderungen die in vitro stattfinden. Es ist aber 
notwendig, dass eine tissue engineerte Herzklappe den physiologischen 
Bedingungen in vivo Stand hält und keine zu große Klappeninsuffizienz zu 
einem Herzversagen führt. 
Schließlich gilt es aber, den Prozess des Schrumpfens der Herzklappen noch 
weiter zu erforschen. Auch ist es notwendig, die eingebrachten Myofibroblasten 
und die Myofibroblasten innerhalb der Herzklappe nach der  in vitro 
Konditionierung noch weiter zu charakterisieren. 
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8 Abschließende Beurteilung 
 
Das Tissue Engineering ist noch eine sehr junge Forschungsdisziplin, an die 
aber hohe Erwartungen gesetzt sind. Das Tissue Engineering von Herzklappen 
ist neben wenigen anderen Arbeitsbereichen ein Vorreiter dieses 
Forschungsgebiets. Einige Bereiche des valvulären Tissue Engineerings haben 
auch schon das Labor verlassen und wurden erfolgreich in Tierversuchen 
getestet oder wie die Herzklappen der Arbeitsgruppe um Haverich in der 
klinischen Anwendung erprobt. 
Auf den ersten Blick ist das Tissue Engineering von Herzklappen ein sehr 
dankbares Forschungsgebiet. Eine Herzklappe scheint ein einfaches Gewebe 
zu sein, das sich ohne viel Aufwand kopieren lässt. Eine Herzklappe ist nicht 
kapillarisiert und es kommt auch nur eine sehr begrenzte Anzahl an 
unterschiedlichen Zellarten in ihr vor. Von der physiologischen Seite betrachtet 
ist eine Herzklappe „nur“ ein einfaches Ventil. Diese scheinbare Primitivität lässt 
sich auch daran erkennen, dass künstliche Herzklappen schon seit mehr als 50 
Jahren implantiert werden.  
Diese mechanischen, aber auch biologischen Herzklappen haben sehr vielen 
Menschen das Leben gerettet. Solche unnatürlichen Herzklappen bringen aber 
immer Nachteile und unerwünschte Nebenwirkungen mit sich (siehe Kapitel 
2.3). Gerade die Versorgung von Kindern mit angeborenen Herzklappenfehlern 
ist immer noch unzureichend. Diese Lücke kann potenziell durch das valvuläre 
Tissue Engineering geschlossen werden. Tissue engineerte Herzklappen 
können vollständig autolog hergestellt werden und sie besitzen das Potential 
mitzuwachsen. 
Bei genauer Betrachtung einer Herzklappe und bei dem Versuch diese 
nachzubauen, verliert sie ihre zunächst vermutete Primitivität. Im Idealfall erfüllt 
eine Herzklappe ihre Aufgabe über 80 Lebensjahre und mehr als 3 Milliarden 
Öffnungs- und Schließvorgängen. Wenn man bedenkt, dass ein moderner 
Automotor ungefähr 10.000 Betriebsstunden arbeitet, ist es schon eine 
Herausforderung eine Herzklappe nachzubauen, an der das Leben eines 
Individuums hängt. Eine Herzklappe ist somit viel mehr als ein einfaches Ventil 
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aus zwei Zellarten und Bindegewebe. Eine Herzklappe ist ein lebendiges 
Gewebe und nicht einfach nachzubauen.  
Das Tissue Engineering von Herzklappen hat nicht die Intention eine natürliche 
Herzklappe vollständig nachzubauen, dafür ist ein Organismus wesentlich 
besser geeignet. Ziel des Tissue Engineerings ist es aber eine funktionstüchtige 
Herzklappe herzustellen, die den zur Zeit verwendeten Implantaten in der 
Funktion ebenbürtig ist, die aber der Körper mit der Zeit an geänderte 
Bedürfnisse wie Wachstum anpassen kann. Dieses Ziel setzt die Implantation 
eines lebendigen Gewebes voraus, was ein Anspruch des Tissue Engineerings 
ist. 
Die Arbeitsgruppe um Jockenhövel konnte in in vitro und in vivo Versuchen 
zeigen, dass es möglich ist tissue engineerte Herzklappen auf einer 
Fibringelmatrix in adulter Größe herzustellen und dass diese den Belastungen 
im Tiermodell standhalten.101,103,136  
Ziel dieser Arbeit war es den Gussprozess und die in vitro Konditionierung auf 
die Bedürfnisse von „kleinen“ Herzklappen in pädiatrischer Größe anzupassen. 
Im Wesentlichen galt es die bisherigen Ergebnisse mit adulten, tissue 
engineerten Herzklappen so auf pädiatrische Herzklappen zu übertragen, damit 
es möglich ist, deren Wachstumspotential im Tierversuch zu beweisen. 
Intention war es daher vor allem drei Problembereichen zu begegnen.  
 Zum Ersten musste der eigentliche Gussprozess der Herzklappen so 
sicher gemacht werden, dass trotz der filigranen pädiatrischen 
Herzklappen diese unbeschädigt aus der Gussform herausgelöst werden 
können. Zusätzlich musste eine Möglichkeit entwickelt werden, das 
unverzichtbare Kunststoffgewebe innerhalb der Gefäßwand so zu 
verarbeiten, dass es einem Wachstumsprozess nicht im Wege steht.  
 Ein weiterer Punkt war es zu zeigen, dass man auch mit Myofibroblasten 
aus ovinen Nabelschnüren tissue engineerte Herzklappen herstellen kann.  
 Der letzte und schwierigste Problembereich betraf die Verhinderung der 
Gewebeschrumpfung der Herzklappen während der dynamischen 
Konditionierung.  
Die Herangehensweise an diese Problembereiche fand somit in drei 
Arbeitspaketen in Anlehnung an die Triangel des Tissue Engineerings statt. 
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Wie in zahlreichen Publikationen gezeigt, ist Fibringel ein sehr gutes 
Scaffoldmaterial, welches viele Vorteile aber auch Nachteile mit sich bringt. Die 
Eigenschaften kommen nahe an die geforderten Vorraussetzungen eines 
idealen Scaffold für das valvuläre Tissue Engineering heran. Andererseits bringt 
die Verwendung von Fibringel einige unvorhergesehen neue Problembereiche 
mit sich. Einige dieser Probleme zeigten sich besonders bei der Herstellung von 
kleinen, pädiatrischen Herzklappen. 
Durch die Verwendung eines einfachen Hilfsmittels, wie dem Öl, war es möglich 
trotz der initial geringen Stabilität der Herzklappen diese aus der Gussform 
herauszulösen. Auf Grundlage dessen  konnte auch gezeigt werden, dass es 
grundsätzlich möglich ist sehr kleine Herzklappen herzustellen und auch weiter 
zu verarbeiten. 
Wie in zahlreichen Publikationen beschrieben (siehe Kapitel 6) ist die ideale 
Zellquelle des valvulären Tissue Engineerings noch nicht gefunden. Für die in 
vitro Versuche stellen ovine Carotiden eine sehr gute Zellquelle für 
Myofibroblasten und Endothelzellen dar. Eine für die pädiatrische Anwendung 
ideale Zellquelle würden Nabelschnurgefäße darstellen. Wie hier und auch in 
anderen Publikationen schon gezeigt, ist es auch möglich Herzklappen aus 
Nabelschnüren mit gleichen Eigenschaften herzustellen. 
Die verwendete Zellart hat einen großen Einfluss auf die Eigenschaften einer 
Herzklappe. Der Aufbau der neuen Extrazellularmatrix durch die 
Myofibroblasten führt gerade bei der Verwendung einer flexiblen Matrix, wie 
dem Fibringel zu einer Schrumpfung des Gewebes. Eine Schrumpfung der 
Herzklappen würde aber unmittelbar zu einer Insuffizienz der Herzklappe führen 
und somit den Sinn ihrer Implantation in Frage stellen. Es musste daher eine 
Möglichkeit gefunden werden, den Schrumpfungsprozess zu verhindern oder 
wenigstens zu vermindern. Die statische Kultivierung der Herzklappen vor einer 
dynamischen Konditionierung brachte hier den erhofften Teilerfolg. Es war zwar 
noch nicht möglich immer vollständig suffiziente Herzklappen herzustellen, aber 
die verbliebenen Restinsuffizienzen waren in den meisten Fällen sehr gering. 
Die mit dieser Arbeit  erbrachten Fortschritte in bezug auf einen idealen 
Herzklappenersatz für Kinder sind nur kleine Schritte in bezug auf dieses große 
Ziel. Die Ergebnisse aus den drei bearbeiteten Bereichen tragen aber dazu bei, 
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tissue engineerte Herzklappen auf einer Fibringelmatrix im wachsenden 
Tiermodell zu evaluieren. 
Gerade der Forschungsbereich des Tissue Engineerings ist ein sehr 
dynamischer Zweig der biomedizinischen Technik. Bevor in einigen Jahren die 
ersten tissue engineerten Herzklappen auf einer Fibringelmatrix in der 
klinischen Realität verwendet werden, ist noch einige Forschungsarbeit zu 
leisten.   
 
Ausblick 
Derzeit wird an der Realisation einer groß angelegten Tierversuchsstudie 
gearbeitet, die das Wachstumspotential tissue engineerter Herzklappen auf der 
Basis einer Fibringelmatrix untersucht. Hierzu werden Lämmer per Kaiserschnitt 
entbunden und aus den Nabelschnurgefäßen die Zellen gewonnen. Die Zellen 
werden bis zur erforderlichen Zellzahl amplifiziert und parallel eine individuelle 
Herzklappengussform hergestellt. Nach dem Gießen der Herzklappe und der 
anschließenden in vitro Konditionierung werden die nativen Pulmonalklappen 
exzidiert und durch die tissue engineerte Herzklappe ersetzt. Über 
Beobachtungszeiträume bis zu einem Jahr wird dann das Wachstumspotential 
untersucht. 
Ein weiteres Ziel ist es, das Bewegungsmuster der tissue engineerten 
Herzklappen innerhalb des Bioreaktors zusätzlich zur sonographischen 
Überwachung auch optisch untersuchen zu können. Hier war bisher die 
Problematik die Herzklappe im Bioreaktor während eines Bewegungszyklus 
aufgrund von Reflexionen an der Flüssigkeitsoberfläche zu beobachten. Daher 
wurde ein neuer Deckel für den Bioreaktor entwickelt, der es ermöglicht die 
Bewegungen der Herzklappe mit Hilfe einer Kamera in guter Qualität 
aufzuzeichnen und zu analysieren. Dieser Deckel steht in direktem Kontakt zur 
Flüssigkeitsoberfläche und verhindert so an dieser Stelle Verwirbelungen. Er 
lässt aber an den Seiten ausreichend Raum damit Flüssigkeit in die obere 
Kammer gepumpt werden kann. Somit gilt es in weiteren Versuchen die Vorteile 
der sonographischen Untersuchung mit denen einer optischen Untersuchung 
der Herzklappen in vitro zu kombinieren. 
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Abbildung 8.1: Neu entwickelter Deckel für den dynamischen Bioreaktor. Hiermit kann 
eine Herzklappe artefaktfrei beobachtet werden. Rechts dargestellt Bilder einer 
mechanischen Kippscheibenprothese eingebaut in den Bioreaktor. 
 
Da durch den Prozess der Gewebeschrumpfung ein sehr starkes Gewebe 
entsteht, kann man sich diesen Prozess auch zu nutze ziehen. Ein Projekt 
unserer Arbeitsgruppe zielt in diese Richtung. Bei den bisher verwendeten 
Gussformen sind der Größe der Taschen durch den Durchmesser des 
Gefäßabschnittes enge Grenzen gesetzt. Eine Möglichkeit dieses zu umgehen, 
wäre die Herzklappe „auf links“ zu kultivieren und erst im Nachhinein 
umzustülpen. Dass dieses Prinzip grundsätzlich mit tissue engineerten 
Herzklappen möglich ist, konnten wir in einem Versuch an einer unserer 
Herzklappen zeigen (siehe Abbildung 8.1). Derzeit wird eine Gussform 
entwickelt, die dieses Prinzip umsetzt. Die Herzklappe wird auf links gegossen. 
Dadurch können die Taschen der Klappen wesentlich vergrößert werden. 
Konditioniert man die Herzklappe nun statisch ohne Silikonabdruck können die 
Herzklappen in einem gewissen Umfang schrumpfen. Das Gewebe wäre nun 
sehr stabil und könnte im dynamischen Bioreaktor höheren Drücken 
widerstehen. 
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Abbildung 8.2: Tissue engineerte Herzklappe die „auf links gedreht“ wurde um eine 
neue Möglichkeit des Herzklappengusses und der Konditionierung zu testen. 
  
Die Strömungsverhältnisse in den von uns bisher entwickelten Herzklappen 
entsprechen nicht den natürlichen Verhältnissen. Ein Grund dafür ist das 
Fehlen eines Bulbus auf Höhe der Herzklappe. Wie in Kapitel 2.1.1 dargestellt 
leistet diese Ausbuchtung einen wesentlichen Beitrag zum physiologischen 
Klappenschluss. Derzeit laufen in unserer Arbeitsgruppe Experimente um 
diesen Bulbus zu integrieren.  
 
 
 
 
 
9 Zusammenfassung 
 
 142 
9 Zusammenfassung 
 
 
Erworbene und angeborene Erkrankungen der Herzklappen machen es oft 
erforderlich diese zu ersetzen. Aufgrund des mangelnden Wachstumspotentials 
sowie weiterer Nachteile aktuell verwendeter Herzklappenprothesen ist gerade 
die Versorgung von Kindern mit angeborenen Herzfehlern zurzeit 
unbefriedigend. Mit Hilfe des Tissue Engineerings können vollständig autologe 
und mitwachsende Herzklappen individuell hergestellt werden.  
Ziel dieser Arbeit war es die bisher gemachten Erkenntnisse zum valvulären 
Tissue Engineering auf der Basis einer Fibringelmatrix an die Erfordernisse 
pädiatrischer Herzklappen anzupassen. Diese Anpassung zur Synthese tissue 
engineerter Herzklappen in reproduzierbarer Qualität erfolgte in drei 
Arbeitspaketen: (1) Die Adaptation der 3D Gussform-Geometrie an die 
miniaturisierten Dimensionen für die pädiatrische Applikation incl. der 
notwendigen Optimierung des Entformungsprozesses mittels eines 
biologischen Schmierstoffes; (2) die Untersuchung geeigneter Zellquellen 
sowohl im Hinblick auf ein geeignetes tierexperimentelles Wachstumsmodell als 
auch für den späteren klinischen Einsatz. Hierbei wurde v.a. der Vergleich 
oviner Zellen aus der Arteria carotis mit Zellen des ovinen Nabelschnurgewebes 
erfolgreich evaluiert und (3) die Beeinflussung des Retraktionsprozesses 
während der Gewebeneogenese. Durch die Einführung einer statischen 
Präkonditionierung, vor dynamischer Belastung der Herzklappen, konnte die 
Gewebeschrumpfung nahezu vollständig unterbunden und suffiziente 
Herzklappen hergestellt werden.  
Basierend auch auf der Grundlage dieser Arbeit wird zur Zeit eine 
Tierversuchsstudie im Wachstumsmodell Lamm durchgeführt, um einen 
weiteren Schritt der klinischen Anwendung näher zu kommen. 
Für die Zukunft gilt es tissue engineerte Herzklappen weiter so zu verändern, 
dass sie anatomisch und physiologisch ihren natürlichen Vorbildern 
entsprechen. Es ist weiterhin erforderlich die molekularbiologischen Vorgänge 
in einem tissue engineerten Gewebe weiter aufzuarbeiten, um ein besseres 
Verständnis für bis heute nur mäßig verstandene Vorgänge während des 
Konditionierungsprozesses zu erlangen. 
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engineerten Herzklappen als Stützstruktur. 
 
Abbildung 4.11 Benötigte Teile für den Guss einer Herzklappe und eine 
anschließende statische Kultur. 
 
Abbildung 4.12 Benötigte Werkzeuge für den Guss einer Herzklappe. 
 
Abbildung 4.13 Guss einer tissue-engineerten Herzklappe auf 
Fibringelmatrix. Zunächst wird das aortale Gussformteil und 
die Wandteile miteinander verbunden und der 
Silikonzylinder mit dem eingenähtem Gewebe eingebracht. 
Nun werden mit Hilfe eines Mischspritzensystems die 
Komponenten der Herzklappe in die Gussform eingespritzt. 
Abschließend wird das ventrikuläre Gussformteil aufgesetzt 
bevor das Fibringel für 45 Minuten auspolymerisiert. 
 
Abbildung 4.14 Herauslösen der Herzklappe aus der Gussform. Zunächst 
werden die Seitenteile aufgeschraubt und entfernt. Danach 
werden vorsichtig das aortale und abschließend das 
ventrikuläre Gussformteil entfernt. 
 
Abbildung 5.1 Herzklappen Scaffold aus porösem Poly-4-hydroxybutyrate 
(P4HB) 
[Sodian R, Hoerstrup SP, Sperling JS, Martin DP, Daebritz 
S, Mayer JE, Vacanti JP. Evaluation of biodegradable, 
three-dimensional matrices for tissue engineering of heart 
valves. ASAIO J. 2000;46(1):107-110.] 
 
Abbildung 5.2 Herzklappe auf Basis einer Fibringelmatrix direkt nach dem 
Gussprozess. 
 
Abbildung 5.3 Versuchsaufbau zur Untersuchung der Zyotoxizität von 
Sonnenblumenöl. In der obersten Zeile einer 24-Well-Platte 
wurden in Sonnenblumenöl getauchte POM-Testkörper mit 
Zellen besiedelt. In den weiteren Zeilen wurden nur Zellen 
kultiviert. 
 
Abbildung 5.4 Der Silikonzylinder mit eingenähtem Kunststoffgewebe 
(Mesh). 
links: Silikonzylinder mit eingenähtem Gewebe in Form von 
zwei Ringen am oberen und unteren Ende und 4-6 
Längsstreifen.  
rechts: Schema des Silikonzylinders mit eingenähtem 
Gewebe. In der weiteren Arbeit beziehen sich die 
Größenangabe der Herzklappen jeweils auf den 
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Innendurchmesser des Gefäßabschnittes. 
 
Abbildung 5.5 Herzklappengussformen mit verschiedenen 
Innendurchmessern. 
 
Abbildung 5.6 Durch das Herauslösen aus der Gussform zerrissene 
Herzklappe. 
 
Abbildung 5.7 Ultraschallbild einer tissue-engineerten Herzklappe mit 
einem Innendurchmesser von 20mm. 
A: Aufnahme zu Versuchsbeginn, Pfeile markieren 
Anschnitte von  zwei Klappensegeln . 
B: Ultraschallaufnahme am Versuchsende. Ein Segel 
(Raute) ist nicht mehr vollständig an der Gefäßwand 
befestigt. 
 
Abbildung 5.8 Die selbe Herzklappe nach Entnahme aus dem Bioreaktor 
längs aufgeschnitten. Hierbei zeigten sich zwei vollständige 
Klappensegel (linker und rechter Pfeil), die aber 
geschrumpft waren. Die Raute zeigt das ausgerissene, 
zerstörte Klappensegel. 
 
Abbildung 5.9 Absorptionsergebnisse der Zytotoxizitätsbestimmung von 
Sonnenblumenöl auf Myofibroblasten. 
 
Abbildung 5.10 Absorptionsergebnisse im XTT-Test der Proliferation von 
Myofibroblasten unter dem Einfluss von  Sonnenblumenöl. 
 
Abbildung 5.11 Tissue-engineerte Herzklappen mit einem Durchmesser 
von 10mm, 13mm, 14mm und 16mm. 
 
Abbildung 5.12 Tissue-engineerte Herzklappe mit einem Innedurchmesser 
von 10mm, bei der das Kunststoffgewebe nur in Form von 
zwei Ringen am oberen und unterem Rand eingenäht 
wurde. 
(A) oben: Herzklappe unmittelbar nach dem Gussprozess, 
unten: Ultraschallbild am ersten Versuchstag mit intakten 
Klappensegeln (Pfeil) und starkem Ultraschallsignal am 
oberen und unteren Ende durch das eingenähte Gewebe 
(Rauten).  
(B) oben: Die selbe Herzklappe am Versuchsende unten: 
Ultraschallbild unmittelbar vor Versuchsabbruch, 
gestrichelte Linie zeigt Verlauf des Silikonzylinders und 
Pfeile zeigen die Position der Gefäßwand. 
 
Abbildung 5.13 Sonographische Bestimmung des Innendurchmessers 
einer tissue engineerten Herzklappe, bei der das 
Kunststoffgewebe in Form von Längsstreifen eingenäht 
wurde. 
 
Abbildung 5.14 Tissue engineerte Herzklappe mit einem 
Innendurchmesser von 10mm bei der fünf 
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Gewebelängsstreifen in den Silikonzylinder eingenäht 
wurden. 
links: Vor Kultivierung im dynamischen Bioreaktor (Pfeile 
markieren Gewebelängsstreifen). 
rechts: Nach der Konditionierung zeigte sich eine 
Hinterspülung des Gewebes (gestrichelter Pfeil) zwischen 
zwei Kunststoffgewebelängsstreifen. (X markiert 
einnachträglich beschädigtes Klappensegel) 
 
Abbildung 6.1 Aufbau der Endothelialisierungskammer. 
links: geöffnete Kammer; rechts: Die Kammer montiert an 
eine Rollerpumpe, während der Endothelialisierung 
[Cornelissen, C. Fibringel als Scaffold für das Tissue 
Engineering von Herzklappen. Dissertationsschrift 
Rheinisch-Westfälische Technische Hochschule Aachen, 
2009, 65-66.] 
 
Abbildung 6.2 Tissue engineerte Herzklappen nach dynamischer 
Konditionierung. 
Oben: Herzklappe aus ovinen Myofibroblasten der 
Nabelschnurarterie. 
Unten: Herzklappe aus Myofibroblasten einer 
Schafscarotide. 
 
Abbildung 6.3 H&E gefärbte tissue engineerte Herzklappen nach 
dynamischer Konditionierung.  
Links: Herzklappe aus ovinen Myofibroblasten der 
Nabelschnurarterie. 
Rechts: Herzklappe aus Myofibroblasten einer 
Schafscarotide. 
 
Abbildung 6.4 Nachweis von Endothelzellen auf der Oberfläche tissue 
engineerter Herzklappen unter der Verwendung von 
Primärantikörpern gegen eNOS. 
Oben: tissue engineerte Herzklappe mit dünner schwarz 
gefärbter Endothelzellschicht auf der Oberfläche. 
Mitte: Native ovine Herzklappe als Positivkontrolle 
Unten: Die selbe tissue engineerte Herzklappe als 
Negativkontrolle ohne Verwendung des Primärantikörpers. 
Maßstabsbalken in allen Abbildungen: 50µm 
 
Abbildung 6.5 Tissue engineerte Herzklappe, bei der zum 
Endothelzellnachweis Primärantikörper gegen vWF 
verwendet wurden. Hierbei fand jedoch eine unspezifische 
Anfärbung der Herzklappenbinnenstruktur und des 
Fibringels statt 
 
Abbildung 7.1 Mechanische Faktoren und Zytokine beeinflussen die 
Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten 
[Hinz, B. Formation and function of the myofibroblast during 
tissue repair. J. Invest. Dermatol 127, 526-537 (2007).] 
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Abbildung 7.2 Myofibroblasten sind charakterisiert durch eine erhöhte 
Syntheseleistung der EZM-Moleküle, vermehrte Zell-Zell- 
und Zell-Matrix-Kontakte und die Entwicklung von α-SMA+-
Fibrillen. Dieser Phänotyp kann durch die Differenzierung 
verschiedener Progenitorzellen erreicht werden. 
[Hinz B, Phan SH, Thannickal VJ, Galli A, Bochaton-Piallat 
M, Gabbiani G. The myofibroblast: one function, multiple 
origins. Am. J. Pathol. 2007;170(6):1807-1816.] 
 
Abbildung 7.3 Hypothese des Umbaus der EZM durch Myofibroblasten 
und der daraus resultierenden Gewebeschrumpfung 
[Tomasek, J.J., Gabbiani, G., Hinz, B., Chaponnier, C. & 
Brown, R.A. Myofibroblasts and mechano-regulation of 
connective tissue remodelling. Nat. Rev. Mol. Cell Biol 3, 
349-363 (2002).] 
 
Abbildung 7.4 Chirurgisches Nahtmaterial zur Verhinderung der 
Klappensegelschrumpfung in vertikaler Richtung.  
links: Schemazeichnung eines Längsschnittes durch eine 
Herzklappe. Der blauer Punkt markiert die Position der 
chirurgischen Fäden. Die rote Linie markiert die Position 
der Herzklappengussform. 
rechts: Aufnahme einer Herzklappe mit Fäden zwischen 
den Klappensegeln auf der aortalen Gussformhälfte. 
 
Abbildung 7.5 Statische Konditionierung einer Herzklappe auf der 
aortalen Gussformhälfte in einer Vorratsflasche. 
 
Abbildung 7.6 Hohler Silikonabdruck der  Gussform zur statischen 
Kultivierung.  
 
Abbildung 7.7 Silikonstern, der mit chirurgischen Fäden in die tissue-
engineerter Herzklappe eingebracht wird. 
 
Abbildung 7.8 Tissue-engineerte Herzklappe mit einem 
Innendurchmesser von 14mm unmittelbar nach dem 
entnehmen aus der Gussform. Von aortaler Seite wurde ein 
Silikonabdruck der Gussform eingefügt und auf 
ventrikulärer Seite befindet sich ein Silikonstern, fixiert 
durch chirurgisches Nahtmaterial. 
 
Abbildung 7.9 Statische Kultur tissue-enigneerter Herzklappen auf einem 
Silikonabdruck der Gussform in einer Glasflasche innerhalb 
eines Inkubators bei 37°C und 5% CO2. 
 
Abbildung 7.10 Bioreaktor zur dynamischen Konditionierung. 
 
Abbildung 7.11 Detailaufnahme des Herzklappenbioreaktors. In Bezug auf 
den Einbau der Herzklappe kann die obere größere 
Kammer als Herzkammer und die unter kleinere Kammer 
als Ausflusstrakt bezeichnet werden. 
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Abbildung 7.12 Steuerung des Aktuators und Überwachung des Druckes 
auf die Herzklappe mit Hilfe von LabView (National 
Instuments).  
 
Abbildung 7.13 Tissue-engineerte Herzklappe die unmittelbar in den 
dynamischen Bioreaktor eingebaut wurde am ersten 
Versuchstag. 
links: Sonographische Aufnahme der Herzklappe. Die 
schlechte Qualität des Ultraschallbildes am ersten 
Versuchstag erklärt sich durch Luftblasen unter den 
Klappensegeln zu Beginn eines neuen Experimentes, die 
aber nach wenigen Tagen resorbiert werden. 
rechts: Schema der sonographischen Aufnahme zur 
besseren Visualisierung. 
 
Abbildung 7.14 Sonographische Aufnahme einer 14mm-Herzklappe am 
fünften Versuchstag bei primärer dynamscher Kultivierung. 
Bereits hier fällt eine Insuffizienz der Herzklappe auf. 
 
Abbildung 7.15 Die selbe Herzklappe am zwölften Versuchstag. 
 
Abbildung 7.16 Ultraschallbild der 14mm-Herzklappe am 18. Versuchstag. 
 
Abbildung 7.17 Bei primärer dynamischer Konditionierung sind nach 33 
Versuchstagen die Klappensegel nicht mehr zu sehen. 
 
Abbildung 7.18 Fotoaufnahme am letzten Veruschstag während der 
Diastole. Es sind keine Klappensegel mehr abzugrenzen. 
 
Abbildung 7.19 Histologische Färbung der primär dynamisch 
Konditionierten Herzklappe. 
links: Trichromfärbung,  
rechts: HE-Färbung  
Maßstabsbalken in beiden Aufnahmen 200µm 
 
Abbildung 7.20 Tissue-engineerte Herzklappe mit einem Durchmesser von 
14mm unmittelbar nach statischer Kultur. Auf der linken 
Seite bevor der Klappensegel voneinander getrennt wurden 
auf rechten Seite nachdem sie getrennt wurden. 
Anschließend wurde die Herzklappe in den dynamischen 
Bioreaktor eingebaut. 
 
Abbildung 7.21 Trichromfärbung einer Herzklappe, die statisch auf der 
POM-Gussform konditioniert wurde und nicht vollständig 
versorgt wurde und sich somit eine Zone mit 
abgestorbenen Zellen gebildet hat. 
Maßstabsbalken: Bild 1: 500µm, Bild 2: 250µm Bild 3: 
50µm 
 
Abbildung 7.22 Trichrom-Färbung einer Herzklappe, die statisch  auf einem 
Silikonzylinder kultiviert wurde. 
Maßstabsbalken des Übersichtsbild: 500µm 
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Maßstabsbalken der Vergrößerung: 50µm 
 
Abbildung 7.23 Wenn nur auf aortaler Seite der Herzklappe ein 
Silikonzylinder (rote Linie) verwendet wird, kann die 
Herzklappe immer noch in Richtung der Herzkammer 
schrumpfen (gestrichelte Linie). 
 
Abbildung 7.24 Tissue-engineerte  Herzklappe, bei der nur auf aortaler 
Seite ein Silikonzylinder verwendet wurde. 
links: Die Herzklappe innerhalb des Silikonzylinders, wobei 
auffiel, dass die Klappensegel vollständig in einer Ebene zu 
liegen scheinen. 
rechts: Die selbe Herzklappe nach vertikaler Eröffnung des 
Conduits. Die Linien zeigen den ursprünglichen Ansatz der 
Herzklappensegel an und die Pfeile zeigen ein Schrumpfen 
derselben in vertikale Richtung. 
 
Abbildung 7.25 Tissue-engineerte Herzklappe nach statischer 
Konditionierung längs aufgeschnitten und mit 
Kunststoffplättchen um die Klappensegel zu öffnen. Die 
Linien deuten wieder den Ansatz der Herzklappensegel an, 
der sich in diesem Fall aber nicht verschoben hat. 
 
Abbildung 7.26 Herzklappe nach statischer Konditionierung ohne die 
Verwendung des Silikonhohlkörpers und des Silikonsternes 
nach 14 Tagen. 
links: Fotoaufnahme der Herzklappe mit gespannten, 
unflexiblen Klappensegelresten 
rechts: Sonographische Aufnahme der selben Herzklappe. 
 
Abbildung 7.27 Tissue-engineerte 14mm-Herzklappe am ersten 
Versuchstag im dynamischen Bioreaktor nach vorheriger 
14-tägiger statischer Konditionierung 
links: Sonographische Aufnahme der Herzklappe. 
rechts: Schema der sonographischen Aufnahme zur 
besseren Visualisierung. 
 
Abbildung 7.28 Die selbe Herzklappe am sechsten Versuchstag im 
dynamischen Bioreaktor. 
 
Abbildung 7.29 Nach elf Versuchstagen im dynamischen Bioreaktor. 
 
Abbildung 7.30 Aufnahme der 14mm-Herzklappe am 20. Versuchstag. 
 
Abbildung 7.31 Auch nach 28-tägiger Konditionierung im dynamischen 
Bioreaktor zeigt sich nur eine minimale Insuffizienz der 
Herzklappe. 
 
Abbildung 7.32 Mikroskopische Übersichtsaufnahme einer tissue-
engineerten Herzklappe nach sekundärer dynamischer 
Konditionierung 
links: H&E – Färbung, rechts: Trichrom – Färbung  
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Maßstabbalken: 500µm 
 
Abbildung 7.33 Zwei tissue engineerte Herzklappen (A und B) nach 12-
tägiger statischer Kultivierung  und anschließender 
dynamischer Konditionierung. Das obere Bild ist jeweils in 
der „Systole“ aufgenommen das untere Bild zu Beginn der 
„Diastole“ und zeigt, dass sich die Herzklappen flexibel 
bewegen und nur eine minimale Restinsuffizienz bleibt. 
 
Abbildung 7.34 Sauerstoff- und Kohlendioxidpartialdruck im 
Bioreaktormedium. 
 
Abbildung 7.35 pH, BE und Hydrogencarbonatgehat im Bioreaktormedium. 
 
Abbildung 7.36 Laktat- und Glukosekonzentration im Bioreaktormedium. 
 
Abbildung 7.37 Sonographische Aufnahmen von sechs tissue-engineerten 
Herzklappen mit einem Innendurchmesser von 14mm 
während der dynamischen Konditionierung. Die 
Herzklappen A – C wurden direkt  nach der Herstellung in 
den dynamischen Bioreaktor eingebaut. Die Herzklappen D 
– F wurden zunächst 12 – 14 Tage statisch kultiviert und 
erst anschließend in den dynamischen Bioreaktor 
eingebaut. 
 
Abbildung 7.38 Herzklappengussform für eine 25mm große Herzklappe mit 
eingefügter Falte (Pfeile) im Klappensegel. 
 
Abbildung 8.1 Neu entwickelter Deckel für den dynamischen Bioreaktor. 
Hiermit kann eine Herzklappe artefaktfrei beobachtet 
werden. Rechts dargestellt Bilder einer mechanischen 
Kippscheibenprothese eingebaut in den Bioreaktor. 
 
Abbildung 8.2 Tissue-engineerte Herzklappe die „auf Links gedreht“ 
wurde um eine neue Möglichkeit des Herzklappenguss und 
der Konditionierung zu testen. 
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Chemikalien: 
 
Produkt Hersteller Art. Nr. 
2-Propanol zur Analyse 
EMSURE® ACS,ISO,Reag. Ph 
Eur 
Merck KGaA 1096342500 
Acetic Acid glacial 99% Sigma-Aldrich Co. A-6283 
Anilinblau Alkohollöslich CHROMA GMBH & 
CO.KG 
1F-
609.00025 
Antikörper gegen NO-Synthase, 
endothelial (eNOS, NOS-III) Anti 
Spezies Human, Maus, Ratte, 
Hund, Schwein, Rind, Nagetiere 
Aus Spezies Kaninchen Isotyp IgG 
DIANOVA GmbH DLN-15403 
Antikörper gegen den von – 
Willebrand – Faktor 
Dako Denmark A/S A0082 
Antibiotic / Antimycotic Solution  
Penicillin10.000 Units/ml 
Streptomycin Sulphate10 
mg/ml 
Amphotericin B 25 µg/ml 
Solvent 0.9% NaCl 
PAA Laboratories 
GmbH 
P11-002 
Bouin’sche Lösung Waldeck GmbH & Co  252523 
Calcium chloride dihydrate Sigma-Aldrich Co. C3881-500G 
Chloroform zur Analyse AppliChem GmbH   A1585,2500 
Chromotrop 2R CHROMA GMBH & 
CO.KG 
1B-
259.05000 
Collagenase from Clostridium 
histolyticum –lyophilized powder, ≥ 
125CDU/mg solid (CDU = collagen 
digestion units) 
Sigma-Aldrich Co. C2674 
 
Chloramine-T hydrate Sigma-Aldrich Co. C9887 
4-(Dimethylamino)benzaldehyde Sigma-Aldrich Co. D2004 
CYKLOKAPRON®-
INJEKTIONSLÖSUNG  
500 mg / 5 ml Wirkstoff: 
Tranexamsäure 
PFIZER PHARMA 
GmbH 
 
DMEM (Dulbecco's Modified 
Eagle's Medium) + GlutaMAX 
Invitrogen GmbH 21885-025 
DMEM (Dulbecco's Modified 
Eagle's Medium) ohne Phenolrot 
Invitrogen GmbH 11880-028 
Dulbecco’s PBS PAA Laboratories 
GmbH 
H15-002 
EnVision+ System-HRP DAB 
Testsystem 
Dako Deutschland 
GmbH 
K4007 
Eosin Y solution, aqueous Sigma-Aldrich Co. HT110216 
Ethanol absolut zur Analyse 
EMSURE® ACS,ISO,Reag. Ph 
Eur 
Merck KGaA 1009832500  
Euparal CARL ROTH GMBH + 
CO. KG 
7356.1 
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trans-4-Hydroxy-L-proline Sigma-Aldrich Co. H5534 
Fetal Bovine Serum Gold PAA Laboratories 
GmbH 
A15-151 
Fibrinogen , Fraction I From Sheep 
Plasma 
Sigma-Aldrich Co. F9754 
Fibrinogen from human plasma, 
essentially plasmin(ogen) free 
Sigma-Aldrich Co. F4883-5G 
Gewebeeinbettmittel, Paraffin Vogel HISTO-COMP VO-5-1001 
Kaliumchlorid Merck KGaA 1049360500  
Kaliumdihydrogenphosphat 
KH2PO4  
Merck KGaA 1048730250  
L-Ascorbic acid 2-phosphate 
sesquimagnesium salt 
Sigma-Aldrich Co. A-8960-5G 
Mayer's Hämalaunlösung  Merck KGaA 1092490500  
Phosphorwolframsäure Crist. CHROMA GMBH & 
CO.KG 
3D-
092.00025 
Silicon ELASTOSIL® R&G Faserverbund-
werkstoffe GmbH 
4151303 
Sodium chloride NaCl Sigma-Aldrich Co. S9625 
Sodium phosphate dibasic, 
SigmaUltra, minimum 99,0% 
Na2HPO4 
Sigma-Aldrich Co. S7907-500G 
Thrombin Sigma-Aldrich Co. T-4648 
Triton X-100 Sigma-Aldrich Co. X-100 
Trizma® base NH2C(CH2OH)3 Sigma-Aldrich Co. T6066-1KG 
Trizma® hydrochloride 
NH2C(CH2OH)3 · HCl 
Sigma-Aldrich Co. T3253-1KG 
Trypsin-EDTA (1x) 0,05% Invitrogen GmbH 25300-054 
Trypsin-EDTA (1x) UV-Inactivated 
0,05% 
PAA Laboratories 
GmbH 
L11-660 
ULTRASCHALL GEL ARNE MAASS 
MEDIC.PROD. 
PZN: 
2235753 
Weigert's iron hematoxylin kit  
Hämatoxylin-Lösung 
Eisen(III)-nitrat-Lösung 
Merck KGaA 1159730002  
Xylol Otto Fischar GmbH & 
Co. KG 
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Rezepturen: 
 
Bioreaktormedium 
 
500ml:  DMEM + GlutaMAX 
50ml:    Fetal Bovine Serum Gold 
5ml:   Antibiotic / Antimycotic Solution 
888µl:  Tranexamsäure (500 mg / 5 ml 
Wirkstoff) 
0,148g: L-Ascorbic acid salt in 10ml 
DMEM lösen und sterilfiltriert zufügen 
Carnoy’sche Lösung 
 
60% Ethanol abs. 
30% Chloroform 
10% Eisessig 
PBS – Puffer  
 
0,2 g/l KCl 
0,2 g/l KH2PO4 
8 g/l NaCl 
1,15 g/l Na2HPO4 
pH 7,25 
Primärkulturmedium 
 
500ml:  DMEM + GlutaMAX  
50ml:    Fetal Bovine Serum Gold  
5ml:  Antibiotic / Antimycotic Solution  
TBS – Puffer    17,44g   Tris HCl 
2,56g     Tris Base 
32,0g     NaCl  
0,8g       KCl    
in 4 L MilliQ – Wasser lösen und pH 7,4 
einstellen 
Transport-Puffer  
 
10fach konzentriert :   
NaCl   40 g, KCl   1.5 g, Hepes  11.9 g  
in 500ml Aqua dest auflösen und pH 7,5 
einstellen und autoklavieren;  10g 
Glucose in 20ml Puffer lösen und steril 
filtriert zugeben  
1fach konzentriert: Transportpuffer (10x)  
50 ml, Antibiotic/Antimycotic 5 ml, Mit 
sterilem Wasser auf 500 ml auffüllen 
Trichrom Färbelösung  
 
Chromotrop 2R         0,6g 
Anilinblau                 0,3g 
Phosphorwolframsäure  0,8g 
in 100ml Aqua dest. lösen und 1ml 
Eisessig zugeben 
Zellkulturmedium 
 
500ml:  DMEM + GlutaMAX 
50ml:    Fetal Bovine Serum  
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Geräteliste: 
 
 Hersteller Artikelnummer / 
Bezeichnung 
Absaugsystem INTEGRA Biosciences 
GmbH 
VACUSAFE comfort  
Art.-Nr.  158320   
Autoklav Systec GmbH Systec D-23 
Blutzucker  
Messgerät 
Bayer Vital GmbH CONTOUR 
CASY® Cell Counter 
+ Analyse System 
Modell TT 
Schärfe System TT – 2DB – 1127  
CO2 - Inkubator BINDER GmbH 
 
CB 150 (E3) Sr.Nr.: 07-
28970 
CO2 - Inkubator BINDER GmbH CB210 Sr.Nr.: 06-05727 
Digitalkamera Panasonic Lumix DMC-FZ50 
Druckaufnehmer CODAN pvb Critical Care 
GmbH 
xtrans  
 
Elektronische 
Analysenwaage 
Sartorius AG Master pro  LA120S 
Gewebeinfiltrations-
automat  
Leica Microsystems 
GmbH 
TP 1020 
Inverses Mikroskop Carl Zeiss AG Axiovert 40C 
Kältethermostat LAUDA DR. R. WOBSER 
GMBH & CO. KG 
LAUDA Ecoline 
Staredition RE 104 
LCK 0861 
Kolbenhubpipetten Eppendorf Research® Reference® (variabel) 
4910 000. 
Kühlplatte Leica Microsystems 
GmbH 
EG 1150C 
Lichtmikroskop Carl Zeiss MicroImaging 
GmbH 
Zeiss Imager D1 
Magnetrührer Heidolph Instruments 
GmbH & Co. KG 
MR Hei-Mix L 
505-00000-00 
Microplate Reader Tecan Trading AG, Sunrise 
Remote F039300 
Netzunabhängiges 
Pipettiergerät 
VWR International PIPET controller 
Paraffinausgieß-
station 
Leica Microsystems 
GmbH 
EG 1150H 
Paraffinschnitt 
Aufnahmebad 
Electron Microscopy 
Sciences 
Slides Warmer  
63222-32 
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pH - Meter HANNA instruments®, Inc pH 211 
Point of care 
Analysesystem 
Abbott Laboratories. 
Abbott Park 
i-STAT 
 
Präzisionswaage Sartorius AG CPA5201-0CE 
Präzisionswaage, geeicht 
Pumpenkopf ISMATEC 
Laboratoriumstechnik 
GmbH 
ISM734A 
Schlauchpumpe ISMATEC 
Laboratoriumstechnik 
GmbH 
IP65 MCP-Z Process 
Schlittenmikrotom pfm medical ag pfm Slide 2003 
Sicherheitswerkbank 
Klasse 2 
Clean Air Techniek B.V. EF/S4EC 
EF/S6EC 
Spectrophotometer Thermo Spectronic GenesysTM 6 
Tischabzug Wesemann GmbH & Co. 
KG 
 
Tischzentrifuge Eppendorf AG Centrifuge 5810 R 
Ultraschallgerät 
 
General Electric Company Vivid i – kardiovaskuläres 
Ultraschallsystem  
Ultraschallsonde zur 
transösophagealen 
Echokardiographie, 
Linearschallkopf 
General Electric Company TEE, 6T 
Vakuumtrocken-
schrank 
Sorvall Heraeus VT 6025 
Wasserbad LAUDA DR. R. WOBSER 
GMBH & CO. KG 
LAUDA Aqualine AL 12 
LCB 0725 
Wasserreinigungs-
system 
Millipore Corporation Direct-Q 3 Water 
Purification Systems 
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Verbrauchsmaterialien: 
 
Produkt Hersteller Bestellnummer / 
Bezeichnung 
24-well Cell Culture 
Plate 
BD Falcon™ 353047 
Biopsy Foam Pads (30,2 
x 25,4 x 2mm, blau) 
Simport  M476-1 
CG64+ Cartridge Abbott Laboratories. 
Abbott Park 
 
Combi Stopper Meditrade Medicare 
Medizinprodukte GmbH 
& Co KG 
a-88030 
Conical Tubes 15ml BD Falcon™ 352096 
Dialyseschlauch 
Standard RC Dialysis 
Tubing 
SPECTRUM® 
LABORATORIES, INC 
Spectra/Por 1,6-8 kD 
132665 
Dreiwegehähne B. Braun Melsungen 
AG 
Discofix®-3 
4095111 
Einbettkassetten Simport M499 - Histosette® 
Einmal-Wägeschalen 
 
CARL ROTH GMBH + 
CO. KG 
Rotilabo®-Einmal-
Wägeschalen, 
Naturfarben, transparent 
1878.1 
Einwegskalpelle, lang  
No. 11, No.23 
FEATHER® Safety 
Razor Co. Ltd. 
200210011 
200210023 
Ethicon Prolene 4-0 ©Johnson & Johnson 
Medical GmbH 
MPP2834 
Filter für Spritzen Millipore Corporation SLSVR25LS  
MILLEX®-S  5,0µm 
Filter Unit 
Heidelberger 
Verlängerungen 
B. Braun Melsungen 
AG 
4097300 
Infusionsgerät CODAN Medizinische 
Geräte GmbH & Co KG 
43.4270 
Mischspritzensystems Medmix Systems AG, 
Schweiz 
epT.I.P.S. 
0030 000.838 
Nabelklemme SARSTEDT AG & Co 74.4701 
Objektträger Gerhard Menzel, 
Glasbearbeitungswerk 
GmbH & Co. KG 
SuperFrost® Plus 
Original-Perfusor®-
Leitungen 
B. Braun Melsungen 
AG 
8255059 
Pasteurpipetten aus 
Glas 
Brand GMBH + CO 747720 
Pinzetten (anatomisch / 
chirurgisch) 
AESCULAP AG  
Pipettenspitzen 
0,1-20 µL, 40 mm 
2-200 µL, 53 mm 
50-1.000 µL,71 mm 
Eppendorf AG 0030 000.870 
0030 000.919 
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Puderfreier 
Untersuchungshand-
schuh  
Semperit Technische 
Produkte GmbH 
SEMPERCARE 
EDITION 
Pumpenschlauch ISMATEC SA, 
Labortechnik – Analytik 
Pharmed 
Ismaprene  MF0013 
Reagiergefäße für 
Mikrolitersysteme 
SARSTEDT AG & Co 72.690.001 
Röhrchen, 50ml, PP, 
konischer Boden 
Greiner Bio-One GmbH 227261 
Serologische Pipetten 1 
ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 
ml, 50 ml 
 
 
SARSTEDT AG & Co 86.1251.001 
86.1252.001 
86.1253.001 
86.1254.001 
86.1685.001 
86.1689.001 
Silikonschlauch 
 
ISMATEC SA, 
Labortechnik - Analytik 
Tygon SI  
Silicone 3350  
Platinum SC0584A 
Spritzen 2ml, 5ml, 10ml, 
20ml 
 
Terumo Europe N.V. SS+T02S 
SS+T05ES 
SS+T10ES 
SS+T20ES 
Sterile Abdecktücher Lohmann & Rauscher Raucodrape® 
Abdecktücher 
Steriler 
Operationshandschuh 
Semperit Technische 
Produkte GmbH 
SEMPERMED 
SUPREME 
Sterilfilter für Spritzen 
0.2µm 
Corning Incorporated  
 
Corning® 28mm 
Diameter Syringe Filters, 
0.2µm Pore SFCA 
Membrane, Sterile, 
50/Case (Product 
#431219) 
ZELLKULTUR 
MICROPLATTE, 96 
WELL 
Greiner Bio-One GmbH 655180 
Schott-
Schraubverschluss-
flasche 
SCHOTT AG  
weiße 96-Well-
Zellkulturplatte 
Thermo Fisher 
Scientific Inc 
U96 MicroWell™ Plates 
Zellkulturflasche, 
TripleFlasks Nunclon™ 
Nunc; Thermo Fisher 
Scientific Inc 
132913 
Zellkulturflasche, 250 
ML, 75 CM², PS 
Greiner Bio-One GmbH 658175 
Zellkulturflasche, 50 ML, 
25 CM², PS 
Greiner Bio-One GmbH 690175 
Zellkulturflasche, 550 
ML, 175 CM², PS 
Greiner Bio-One GmbH 660175 
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